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I. Elméleti bevezetés

1.1. Az eukariota kromatin szerkezete

A génjeink viszonylag valtozatlan formaban torténé atorokitéséért felelés DNS-nek, mely
a human genom esetében mintegy 6,6%10° bazisparnyi ¢és koriilbeliil 2 méter hosszusagu, nagy
mérete miatt tomorddnie kell, hogy beleférjen a kozelitdleg 10 um atmérdjii sejtmagba.
Ahhoz, hogy a sejtmagban rendezett és funkcioit ellatni képes modon elférjen, a DNS egy
kromatinnak nevezett nukleoprotein komplexet alkot foként hiszton fehérjékkel, és emellett
mas fehérje és RNS alkotokkal egyiitt. A komplex legkisebb alapegységei a nukleoszomak,
melyeket 4 hiszton fehérje tipus €s a hozzajuk kotédé negativ toltésti DNS alkot. Ezek a
,core” hiszton fehérjék a H2A, H2B, H3 és a H4. Két H2A-H2B és két H3-H4 dimer hozza
létre a hiszton oktamert, amelyre 147 bazisparnyi DNS tekeredik rd. A hiszton oktamer és
DNS altal 1étrehozott struktirara kiviilrél a H1 linker hiszton fehérje kapcsolodik, stabilizalva
a koztiik 1évo kapcsolatot. A nukleoszomak gyongyszertien helyezkednek el a DNS lancon,
ezt a ,,gyongyfizér’ szerkezetet nevezik atméréje utan 10 nm-es rostnak. A H1 hiszton
kapcsolodasa a ,,gyongyfiizér” felcsavaroddséhoz vezet. Egy ,.csavarulatot” 6 nukleoszéma
alkot és atmérdje megkozelitdleg 30 nm, az igy felépild strukturat nevezik szolenoid
szerkezetnek. Ezek a 30 nm-es kromatin fonalak hurkokat alkotnak és a DNS igy tovabbi
tomorddést, kondenzaciot ér el. A kromatin éltal felvett struktura fiigg a kapcsolodo linker
hiszton tipusoktol is. > A magasabb rendii kromatin struktura kialakitasaban részt vesznek més
fehérjék is, mint amilyen a lamin, a topoizomeraz I, az SMC (Structural Maintenance of
Chromosomes) fehérjék, valamint a centromer és telomer kialakitasaban részt vevé fehérjek. 2

1.2. Hisztonok és hiszton variansok

A hiszton fehérjék méretiiket tekintve kicsi, 11-16 kDa méretli bazikus fehérjék, melyek
evoluciosan nagymértékii konzervaltsagot mutatnak. Azonban nem minden organizmus
alkalmaz hiszton fehérjéket a DNS ,,csomagoldshoz”. A prokariotdkban szamos kiilonbozo,
filogenetikailag egymadssal kapcsolatot nem mutatd fehérje tolti be ezt a funkcidt, az
Archaedkban talalhatoakrol ugy vélik, hogy az eukariota hisztonok evoliicids ései lehetnek. *
Az eukariotdk orszagan beliil taladlhatd dinoflaggellatdk szintén nem rendelkeznek hiszton
fehérjékkel, hanem azoktdl fiiggetlen eredetii kisméretli bazikus fehérjéket hasznadlnak DNS-
ik tomoritésére. >° Az emldsok spermatozodi pedig Ugynevezett protamin fehérjéket
alkalmaznak erre a célra. ®

Az eukaridtak tobbségében 4 tipusu hiszton fehérje alkotja a nukleoszéma magjat alkotd
oktamer komplexet (nukleoszéma core partikulum), ezek a H2A, H2B, H3 és H4 hiszton
fehérjék, melyeket kanonikus vagy ,.core” hisztonoknak is neveziink. * A kanonikus hisztonok
a genomban ugynevezett gén klaszterekben helyezkednek el, ezekben a klaszterekben a
hiszton fehérje géneknek szdmos kopidja talalhatd6 meg. 8 A hiszton gének egyedi 5°- és 3°-
UTR régiokkal, valamint promoéterekkel rendelkeznek. A kanonikus hiszton fehérjék specialis
RNS-rél ir6dnak, melyek poly A farok nélkiiliek. 9 10 Ezek a hiszton fehérjék kétfele
strukturdlis doménnel rendelkeznek. Az ugynevezett ,histone fold domain” pozitiv tdltése
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révén képes kolcsonhatasba 1épni a negativ toltésiit DNS-el, illetve a hiszton-hiszton
kapcsolatok kialakuldsa is ezen keresztiil jon létre. ™ ' A masik doménjiik pedig egy
flexibilis, nukleoszomabol farki rész szerli modon kinytld struktira, amely magas lizin
aminosav tartalma révén szamos poszt-transzlacios modositas helyéiil szolgal. ** ' Ilyen farki
struktaraval a hiszton fehérjék az N- és a C-terminalis résziikon is rendelkezhetnek. ** ° A
hiszton fehérjék magas affinitassal kotédnek a DNS-hez, annak kis arok részét ismerik fel és
nem szekvencia-specifikus moédon kétédnek hozza. Azonban egyes DNS szekvencia részek
nagyobb preferenciaval kotnek nukleoszomakat, igy pl. az AT dinukleotidok 10 bp-nyi
periodicitast ismétlddései. 8 12 1718

A HI linker hiszton kiviilrél kotédik hozza a DNS-hez és a core hiszton fehérjékhez. Egy
kézponti globularis doménbél és az ezt hatarolé N- és C-terminalis doménekbél épiil fel. ™
Két f6 helyen kapcsolodik a kromatin struktardhoz, az egyik a nukleoszomalis felszinen
talalhat6, a masik pedig két nukleoszoma kozotti régioban a DNS kis arok részén. % Ehhez a
kotddéshez sziikséges mind a C-terminalis rész, mind a globularis domén. 21 A H1 hiszton gén
szintén a hiszton klaszterekben talalhato tobb kopiaban. 8

A kanonikus hisztonok helyettesithetéek hiszton variansokkal, melyek a hiszton gén
klasztereken kiviil kodoltak, és kanonikus megfeleldjiikhoz képest szekvencia eltéréseket
hordoznak. Beépiilésiikre replikaciokor vagy replikaciotol fliggetleniil is sor keriilhet. A
hiszton variansok egyedi kolcsonhatasokat képesek 1étrehozni a kromatin-asszocialt
fehérjékkel - mint amilyenek a kromatin atrendezd fehérjék -, vagy megvaltoztathatjdk a
kromatin szerkezetét. %2

A H2A hiszton fehérjének mara tobbféle variansat sikeriilt azonositani kiilonféle tobbsejtl
¢lélényekben, ilyenek a H2A. X, a H2A.Z, a H2A.B ¢és a macro-H2A. Az egyik legismertebb
koziilik a macro-H2A, amely a legnagyobb hiszton varians, mérete a kanonikus H2A
majdnem haromszorosa. Emldsokben az inaktiv X-kromoszéméahoz kotddik, valamint
szerepet jatszik a DNS hibajavitasban és a rekombinécioban is. 23 24

A H3-as hiszton fehérjének is tobb variansa ismert, emlésokben ilyen a H3.1, H3.2, H3.3
¢s CENP-A, melyek fehérje szekvencidja nagyon hasonld. A H3.3 kromatinba épiilése egy
nyitottabb konformaciot eredményez eldsegitve ezzel a transzkripciot. 2 A CENP-A fehérje a
kanonikus H3-at féként a centromerikus régiokban cseréli le replikacio fiiggetlen médon. % A
centromer pozicidja a kromoszoman nem DNS szekvencia altal meghatarozott, hanem a
legtobb eukaridta organizmusban a CENP-A jelenléte jeloli ki, amely a centromer és
kinetochor kialakitisaban és fenntartasaban nélkiilozhetetlen. 2 28 2°

A Drosophila His4r H4 hiszton ,varians” aminosav szekvenciajaban nem tér el a
kanonikus hiszton fehérjétol, csak szabalyozasaban. % A humén H4 génvaltozatok valtozatos
szervezddésii proximalis promdtereik révén és a génklaszterek altalanos kromatinizacidjanak
eltérései miatt szabalyozasukban eltérnek egymastol. ** Egy nemrégiben felfedezett human
H4 hiszton valtozat a H4G, amelynek hianyzik a C-terminalis farki része €és a kanonikus H4
fennmarado részével is csak 85%-o0s hasonlosagot mutat. A H4 hiszton valtozatokra jellemzd,
hogy kiilonb6z6 rékos szovetekben eltéré expressziot mutatnak. 3



A HI1 linker hiszton fehérjének is szamos valtozatos szekvencidjii variansa létezik a
tobbsejtii é16lényekben. A H1 altipusok koziil a H1.0, a H1.X, a H1T2, a HILS1 és a Hloo
tekinthetd valéban hiszton varidnsnak, ugyanis ezek expresszioja folyamatos a sejtciklus
soran és kromatinba épiilésiik replikacio fiiggetlen médon torténik. 3 3

I.3. A kromatin szerkezet médositasai szabalyozo szereppel birnak

Az epigenetikai szabalyozas olyan 6roklddo valtozasokat hoz létre, amelyek nem a DNS
szekvenciaban kodoltak. A hiszton fehérjék kovalens modositasai, mint amilyen példaul az
acetilacid, a foszforilacid, a metilacid és az ubikvitinacidé az N-terminalis hiszton végeken,
hipotetikusan egy ugynevezett hiszton-kddot képeznek, amely szabalyozd hatissal bir a
génexpresszios folyamatokra. *° % A hiszton végek kovalens modositasai interakcids
feliiletekként szolgalhatnak a nukleoszoma 0Osszerendez6dés sordn kromatin atrendezd
fehérjék és transzkripcids regulator fehérjék toborzasdhoz (1. abra). Néhany hiszton
modositas rovid életli és génexpresszid aktivalast vagy gatlast valt ki, mig masok a
sejtosztodasok soran oroklddhetnek. 37

~— 1 .,, C
C )k K

@ acetildcio
Aktivhiszton jelek: Repressziv hiszton jelek: @ netilicio
minden acetilacio, H2Bub, H2Aub, H3K9me3, H3K27me3, A -
H2AS1fo, H2AT120fo, H2BS14fo, H4K20me3 foszeldcio
H3T3fo, H3S10fo, H3S28fo, . ubikvitindcio

H3R17me, H3K4me2/3,
H3K36me3, H3K79me2 H4R3me

1. abra. Hiszton fehérjékre jellemz6é poszt-transzliciés médositasok. A H2A, H2B,
H3 és H4 hiszton fehérjéket eltéré N- és C-terminalis modositasok jellemzik, melyek
eltérd funkciot toltenek be a kromatin strukturajanak szabalyozésa soran.



A kromatin strukturaja szabalyozza az esszencialis sejtmagi folyamatokat, mint amilyen a
transzkripcid, DNS replikacio és a DNS hibajavitas. Egy gén transzkripcios aktivitasanak
szabalyozasaban fontos szerepet tolt be a lokalis kromatin szerkezet. Amikor a DNS a
nukleoszéma koré tekeredik, hozzaférhetetlenné valik mas DNS-ko6td fehérjék szamara, igy
pl. a transzkripcids faktorok sem tudnak kapcsolatot 1étesiteni vele. *® A konformécios
eltérések a nukleuszban lokalisan jelentkeznek, és a transzkripcidt szabalyozzak. A
kompaktabb kromatin szerkezet akadalyozza a transzkripcios folyamatokat, mig a nyitottabb
struktara transzkripcios faktorok szamara elérhetové teszi az adott DNS szakaszt. % Vannak
er6sen kondenzalt kromatin szakaszok, melyek a sejtosztodas késoi S-fazisaban replikalodnak
¢s a meiotikus rekombinacioban sem vesznek részt. Ezeken a szakaszokon jellemzéen
alacsony a transzkripcios aktivitas, vagy egyaltalan nincsen. Az ilyen kromatin tipust
heterokromatinnak, mig az aktivan atir6d6 genomi régiokat eukromatinnak nevezik. '

A 2000-es évek elején Drosophildban kétféle heterokromatin tipust sikeriilt azonositani
kiilonboz6 felépitésii fehérjékkel és eltéré szabalyozo funkciokkal. A felfedezett két
heterokromatin ¢és egy eukromatin tipuson kiviil Filion és munkatirsai 2010-ben kozolt
cikkiikben tovabbi két kromatin tipus azonositasat és jellemzését irtdk le, amely alapjan 6t
kromatin tipust kiilonitettek el. Kutatasaik alapjan a muslica genom specifikus kombinacidju
fehérjékkel hatarolt nagy régiokra oszthatd és az 6t kromatin tipus egyedi fehérje
kombinaciokat tartalmaz. *

A Filion és munkatarsai altal azonositott ,,kék” és a ,,z61d” kromatin nagyon hasonldéak a
korabban azonositott kromatin tipusokkal. A ,,z61d” kromatin megegyezik a klasszikus
heterokromatinnal, amelyet a SU(VAR)3-9, HP1, LHR, HP6, HP1, RPD3 kolcsonhatod
fehérjék és H3K9me2 dusulas jelol. 404 A ,.kék” kromatin a korabban is azonositott
Polycomb-csoport (PcG) altal represszalt kromatinnak felel meg és PC, E(Z), PCL, SCE,
RPD3, EFF fehérjék kotése, valamint H3K27me3-6s kromatin jel magas szintje jellemzi. * *
“ 39 A fekete” kromatin egy csendes tipusa a kromatinnak, amely a genom nagy részére
kiterjed ¢€s feltételezhetden aktiv szerepet jatszik a transzkripcionalis csendesitésben. Jellemzd
kélcsonhato partnerei a HI1 hiszton, D1, IAL, SUUR, SUHW), LAM, és EFF. *°
Szovetexpresszios adatok alapjan, vannak gének a ,fekete” kromatinban, amelyek képesek
aktivva valni. Gazdag a magas szinten konzervalt nem-kodolod elemekben (HCNEs), melyek
feltételezhetéen a génszabalyozasban vesznek részt és valoszinlisithetden szerepet jatszanak
az egyedfejlédésben. * ¥ A piros” és ,sarga” kromatin a transzkripcionlisan aktiv
eukromatinra jellemz6 jegyeket hordoz. Ezekben a kromatin tipusokban magas szintli az
mRNS képzddés, magas szinten van jelen az RNS polimeraz, magas a H3K4me2-6s ¢és
H3K79me3-6s aktiv jelek szintje, €s kevés a H3K9me2-6s és a H3K27me3-0s repressziv jelek
mennyisége. ¥ A ,piros” és ,.sarga” kromatinra jellemzé fehérjék az RPD3, SIR2, SIN3A,
DF31, ASH2, MAX. Csak a ,,piros” kromatinra jellemz6é a BRM, SU(VAR)2-10, MED31, az
55 kDa-os CAF1 alegység, valamint az olyan DNS koté faktorok, mint az ECR, GAF, JRA.
Az MRGI15 chromodomént tartalmazo fehérje és az aktiv H3K36me3-6s jel, pedig csak a
»sarga” kromatinban mutat dusulast. 46 4748 49 A ,»piros” kromatint erés origd felismerd
komplex (ORC) dusulés is jellemzi *°, ami arra utal, hogy a DNS replikacié gyakran a ,,piros”
kromatinban kezdddik. A DNS kotd faktorok az egyes kromatin tipusok altal meghatarozott



modon kotddnek a felismerési szekvenciajukhoz. Minden kromatin tipus specifikus DNS k&to
faktorok DNS kotését segiti el8 és specifikus régiokhoz iranyitjak azokat a genomon. *

A hiszton modositasok koziil a lizin e-aminocsoportjanak acetilacidja az elséként felismert
hiszton modositasok kozé tartozik. ' A hisztonok acetilacidja a gén aktivacioval mutat
korrelacidt. A lizin acetilacio az egyik leggyakoribb fehérje poszttranszlacios modositas,
amely szabalyozza a fehérjék affinitdsit mas fehérjékhez. 2 Ezeket a jeloléseket
bromodomént tartalmazé kromatin-asszocialt fehérjék ismerik fel. 53 5435 %6 Az acetilaciot
hiszton acetiltranszferaz (HAT) enzimek hozzak létre és hiszton deacetilazok képesek
(HDAC) eltavolitani (2. 4bra). °" Ez egy nagyon dinamikus folyamat, amely fontos szerepet

. . an e 58 59 60 61
tolt be a kromatin atrendezddés és a transzkripcid iranyitasaban.

H,C o)

YAceti[ csoport
HDAC C ) HAT

H4 N-terminalis

DNS ;
Hiszton oktamer

Nukleoszéma

2. abra. Hiszton fehérjék acetilacidja. Az acetilacid6 egy dinamikus folyamat a
sejtekben, amely specifikus lizin aminosavakon jon 1étre. Kialakitasat HAT, eltavolitasat
HDAC enzimek végzik.

A hiszton acetiltranszferazok acetil-CoA-rdl acetil csoportot helyeznek a hiszton fehérjék
specifikus lizin aminosavaira. Az acetilcsoport thioészterrél aminra helyezése viszonylag
alacsony kémiai ,koltséggel” jar, az olyan kémiai reakciokhoz képest, mint példaul a
foszforilacio. ® A hiszton peptid szubsztratok az enzimek kozponti core régioja altal
kialakitott arokhoz és a szomszédos részeken talalhaté amino- és karboxi-terminalis részekhez
kotédnek, itt jon létre a kolcsonhatasok tobbsége. %2 Azonban a hiszton acetiltranszferazok a
hisztonok mellett szamos nem-hiszton fehérje szubsztrat acetiladlasara is képesek (pl. AMLI,
AML1-ETO, p53, c-MYC, NF-kB, Cohesin, Tubulin). 3 8 ©° 06 67 68 69 A higzton fehérjék
acetilacioja nyitottabb kromatin szerkezetet eredményez, ami lehetévé teszi a transzkripcios
faktorok szdmara a hozzaférést a DNS-hez. Celluldris lokalizaciojuk alapjan a HAT
enzimeket A és B tipusra osztjdk. Az A tipusu hiszton acetiltranszferdzok nukledris
lokalizaciot mutatnak és transzkripcidhoz kapcsolodo folyamatokat szabalyoznak. " Eza
tipus tovabbi 6t alosztalyra oszthaté homologidjuk €s acetilaciés mechanizmusuk alapjan. '\
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GNAT csalad tagjai kozé tartozik a PCAF, a GenS és az ALP3. A CBP ¢és p300 alkotja a
CBP/p300 csaladot. "* A Tip60, MOZ, MORF, HBO1 és HMOF a MYST csalad tagjai. "2 A
transzkripcids faktorokkal kapcsolatban 4ll6 HAT csaladba tartozik a TAF1 és a TIFIIIC90.
Tovabba szamos szteroid receptor koaktivator is tartozik a HAT enzimek kozé, ilyenek a
p600, SRC1, CLOCK és AIBI/ACTR/SCR3. ™ ™ L A B tipusu hiszton acetiltranszferazok
citoplazmatikus lokalizaciot mutatnak és az tjonnan szintetizalodé hiszton fehérjéket
acetilaljak. Ilyen enzim a Hatl, amely részt vesz a DNS hibajavitasban €s a hiszton

depozicioban is. S

A hiszton acetiltranszferazok aktivitasat szabalyozhatjak szabdlyozé fehérje alegységek
vagy autoacetilacid. Szamos hiszton acetiltranszferaz multiprotein komplexekkel muikodik
egyiitt azok katalitikus aktivitasat vagy szubsztrat specifitdsat szabalyozva. ° 7" Tovabba
szamos HAT Katalitikus aktivitasahoz sziikséges valamilyen kofaktor kotése. ®2

A bromodomének csaladja egy olyan fehérje domén csalad, amely képes felismerni az
acetilalt lizineket. A lizin acetilaci6 reverzibilis természetének koszonhetden az acetil-lizin és
bromodomén kolesonhatds dinamikus €s tranziens a sejtekben. % A konzervalt strukturalis
felépités ellenére a bromodomén csaldd teljes szekvencia hasonlésdga nem magas. A
bromodomének magukba foglalnak egy konzervalt, négy hélixbdl felépiilé balmenetes
koteget (az, aa, op, ac), egy inter-helikalis ZA és BC hurokkal, melynek hossza és
szekvencidja varibilis. ® Az acetil-lizin felismerése a ZA és BC hurok kozotti hidrofob
zsebbel torténik. © A BC hurok kezdeti részén egy magasan konzervalt aszparagin aminosav
alakit ki hidrogén kotést az acetil-lizin karboxil oxigénjével oldallancanak amid nitrogénjén
keresztiil. %

Kisérletesen az acetilacio hatasai olyan pontmutansokkal vizsgalhatoak, ahol a lizin (K)
aminosav glutaminra (Q) cserélése acetilaciot mimikal, mig a lizin-arginin (K-R) csere

acetilalatlan (vagy modositatlan) lizint mimikalo szubsztiticio. 80 81

I.4. A hiszton fehérjék utja a sejtmagba

Az Ujonnan szintetizalt kanonikus €s varians hisztonok, valamint a reciklizalt hisztonok
athelyezésre keriilhetnek a DNS-re replikaciot, transzkripciot, DNS hibajavitast vagy mas
nukleéris folyamatot kovetden. A hiszton depozicidban a hiszton chaperon fehérjék jatszanak
szerepet. Funkcioik kozé tartozik a hiszton folding el8segitése %2 ®, a hiszton-enzim

83 84 8 8 5 szolubilis hiszton pool fenntartdsa 8788,

90 91 92

kolesonhatés kialakuldsédnak eldsegitése
hisztonoknak a DNS-re helyezése ®°, hiszton kicserélés elésegitése

A hiszton chaperonok savas feliiletekkel tudnak a hisztonokhoz kotddni és gyakran
tartalmaznak helyettes vagy kiegészitdé fehérje doméneket a hisztonokkal valo
kolcsonhatashoz. Ilyenek példaul a TPR (tetratricopeptide repeats) motivumok a NASP
(nuclear autoantigenic sperm protein) fehérjében *, az RbAp46/48 fehérje WD40 doménje *
% ¢s az ASF1 (antisilencing factor 1) IgG-szerti régioja *° %

Az Gjonnan szintetizalt hisztonok kiilonféle modositasokon esnek at a megfeleld nuklearis
transzporthoz. ® A misfolding és aggregacio elkeriilése érdekében szamos fehérje chaperon
gyiilekezik a riboszémalis polipeptid exit helyek mellett. A Heat Shock Protein 70 fehérje
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csalad tagjai ezekhez a helyekhez toborzodnak, hogy ATP-t felhasznalva kialakitsak a
fehérjékben a hidrofob szegmenseket. ©° A H3 és H4 kiilon hésokk fehérjékkel létesit
kapcsolatot, a Hsc70-el (Complex Ia) és a Hsp70/90 (Complex Ib) komplexszel. Ezt kdvetéen
a tNASP hiszton chaperon és a Hsp90 (Complex II) kozremiikodésével a H3 és H4 egy
heterodimert hoz létre. Az elsdként detektalhatd poszt-transzlaciés modositas mar a
transzlacid soran megjelenik, mikor a H3 még a riboszomahoz kapcsolodik. Ez a H3K9
metilacid, amelyet human sejtekben a SetDB1 (SET domain, Bifurcated 1) enzim hoz Iétre. %
Az Ujonnan szintetizalt hiperacetilalodott hisztonok kevésbé stabilak és hibas kapcsolatot
alakitanak ki a Hsp chaperonokkal, ami a sejtciklus folyamatara is hatassal van. Ezért az
INHAT (inhibitor of acetyltransferases) fehérje komplex szabalyozza az Gjonnan szintetizalt
H4 hisztonok megfeleld acetilaltsagi allapotat. '® A humén sejtekben a H3-H4 dimeren
megjelenik a H3K 14 és K18 acetilacié *** %, majd H3-H4 dimer kapcsolédik az ASF1 (anti-
silencing function 1) és sNASP (somatic nuclear autoantigenic sperm protein) hiszton
chaperonokhoz, valamint a Hatl (histone acetyltransferase 1) enzimhez (Complex I1I). A
Complex Ill-ban a H4 mar nincsen koélcsonhatasban az INHAT alegységekkel, helyettiik a
Hatl enzimmel kertil kapcsolatba, amely acetilalja a H4KS5 és K12 pozicidkat. 100 Végiil a H3-
H4 hisztonok kolcsonhatnak az Importin-4-el és az ASF1-el (Complex 1V), igy jutnak be a
sejtmagba a kromatinba rendezédéshez. 8 &

A 40 kDa-nal nagyobb méretii makromolekulak nem tudnak egyszert diffuzidval atjutni a
nuklearis pérus komplexen, ezért aktiv transzporterek segitségére van sziikségiik, melyeket
karyopherinnek (Kap) vagy importinnak (Imp) neveznek '®. A karyopherin fehérje csalad
NLS (nuclear localisation signal) szekvenciat vagy nuklearis export szignalt ismer fel a cargo
fehérjék importjdhoz vagy exportjadhoz 104 105 106 Az NLS szekvencia egy strukturalisan
rendezetlen régid, ami foként pozitiv toltésli aminosavakbdl 4all limitalt szekvencia
homologiaval. 197 Az NLS szekvencidk kozotti konzervaltsdg hidnya kicsiny szamu Kap

crer

vagyis egy egyszerli Kap fehérje szdmos szubsztratot képes transzlokalni 108

Az ASF1-H3-H4 komplexhez ko6tddd szamos karyopherin fehérje koziil az Importin
4/Kap123 (human/élesztd) a legaltalanosabb (Complex IV), amely arra enged kovetkeztetni,
hogy ez az elsddleges nuklearis importere. 82 83 101 109 5 karyopherinek kozvetlentil kotédnek
a hiszton farki részekhez azok NLS-szer(i szekvenciajan keresztiil 10 de az Importin-4 a
teljes ASF1-H3-H4 protein komplexet ismeri fel. *** A Kap123 két lizin-koté zsebet hasznal a
H31.2s-NLS felismerésére és megkotésére. A H3K14 és K23 a kulcs aminosavak a Kap123
kotddésben ¢és az acetilacio zavarja ezt a kolcsOnhatast. A H41.3-NLS-t a Kapl23
valosziniileg a masodik lizin-kotd zsebén keresztiil koti meg és a felismerés a H4K16-on
keresztiil torténik meg. A H4K16 acetilacio valamint a Hatl altal 1étrehozott H4KSK12
diacetilacio szintén csokkenti az importin kotést. A H4KS5K12 diacetilacié tdmogatja a H3-
Kap123 kotodést, igy az ASF1-H3-H4 nuklearis import a H3 NLS szekvencian keresztiil
valésul meg. **? Az ASF1 destabilizalja az Importin-4-hiszton kélcsonhatast, azt sugallva,
hogy kozremiikddik a hiszton-felszabaditdsban a nukleuszban. A karyopherinek egy magi
RAN GTPazt hasznalnak a teljes disszociaciohoz az ASF1-H3-H4-rdl a nukleuszban. 113 114

A H2A/H2B dimeren nem figyelhetd meg poszt-transzlaciés modositas a nukleédris import
elétt. A H2A/H2B dimer hiszton chaperone-okkal 1ép kolcsonhatasba a citoplazmaban, pl. a
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Nap-1-gyel, amely elésegiti a nukleuszba jutisit, a H3/H4 tetramerekkel torténd
kolcsonhatasat és a nukleoszomak kialakitasat, 1> 1

Replikdcié soran az eredeti templat DNS szalrdl szarmaz6 nukleoszoémakat alkotd
parentalis hiszton fehérjék kozvetleniil a replikalodo DNS-re helyezédnek és ujra
Ssszerendezdnek nukleoszomakka. " A szolubilis hiszton fehérjék, melyek az 0sztodé sejt
S fazisa soran szintetizalodtak szintén nukleoszomaba rendezddnek az 1) DNS szélra. Ezt a
folyamatot kromatin 6sszerendez0 faktorok segitik eld. 118

A CAF-1 (Chromatin assembly factor 1) egy kromatin 0sszerendezd faktor, amely részt
p150, p60 és az RbAp48 (vagy élesztében a Cacl, Cac2 és Cac3) alegységekbél all 2% 14 ¢s
a replikacios villdk mogott van jelen, ugyanis kdlcsonhat a PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) processzalo gytiriivel 2. Az RbAp48 CAF-1 fehérje alegység kolcsonhat a H4
hisztonnal * % ¢s hianya a nukleoszoma dsszerendezédés hibaihoz vezet in vitro. 2 Egyes
tanulmanyok egy olyan modellt sugallnak, ahol két CAF-1-H3-H4 komplex egy (H3-H4);
tetramerré rendez6dik a DNS-en. *** '° A nukleoszémalis hisztonok feltételezhetéen a DNS
replikacio soran bekovetkezd DNS looping soran helyezddnek at. 126 127 Mig a DNS looping
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128 129 130 131 . 1 g et
| ¢és ez elkiiloniti a sziiloi

132 133

replikativ helikaz képes kapcsolatba 1épni a hisztonokka
hisztonokat, kozel tartva azokat az eukariota replikacios gépezethez

A H2A/H2B dimerek kolcsonhatasat a H3/H4 tetramerrel eldsegiti egy konzervalt
acetilaciés modositas is a H4K91 pozicioban, amelyet a Hat4 enzim hoz létre, szabalyozva a
hiszton oktamer Ssszerendezédést és a tetramer-dimer kdlesonhatés stabilitasat, 134 13° 130 137

1.5. A Hatl hiszton acetiltranszferaz

A Hatl egy B tipust hiszton acetiltranszferaz. A B tipust hiszton acetiltranszferazok az
ujonnan szintetizalodott hiszton fehérjéket acetilaljak kromatinba épiilésiik eldtt. 138 139 140 141
142 143 144 145 By g fajta acetilacids tevékenység tobbnyire a H3 és H4 hiszton fehérjéken
érvényesiil kozvetleniil a szintézisiiket kovetden. 146 147148 A hiszton fehérjék nukleoszomaba
épiilését kovetden a kromatin érés folyamata soran ezek a modositasok eltavolitasra keriilnek.
148 149 A H4 hiszton acetilaltsagi mintazata nagymértékli konzervaltsagot mutat az eukariota
¢lélényekben. A H4 potencialisan acetilalhat6 lizin (K) aminosavai az N-termilais farki részén
talalhato 5-0s, 8-as, 12-es és 16-0s poziciok. Ezek koziil az Gjonnan szintetizalt hisztonokon a
K5 és K12 acetilaltsaga megfigyelhetd volt a legtobb vizsgalt eukaridtdban, a K8 és K16
pedig nem. %0 151 152 A7 ujonnan szintetizalédott H3 hiszton fehérjék acetilaciés mintazata
ennél joval nagyobb varianciat mutat a kiilonb6zé organizmusokban. 151 153 154

A Hatl, mint azt neve is sejteti, az elséként felfedezett hiszton acetiltranszferaz enzim. 155

Féként a citoplazmédban talalhaté meg, azonban a nukleuszban is jelen van. ® A Hatl gén
felfedezése két kiilonbozo Gton tortént. Az elsd ilyen kisérletben héérzékeny élesztd mutansok
vizsgalatat végezték, hogy azonositsanak egy olyan torzset, amely H4 hiszton acetilacio
defektust mutat. Az alacsonyabb hiszton acetiltranszferdz szintet a XVI. kromoszdéma jobb

crer
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kisérlet is ¢lesztében tortént, ahol a citoplazmatikus H4 acetilacioért felelds hiszton
acetiltranszferazt akartdk izoldlni. A tisztitdst kovetden a katalitikus alegység fehérje
szekvencia adatai lehetové tették a hozza tartozo gén azonositasat. Az élesztd extraktumbol a
Hatl egyiitt tisztult egy masik polipeptiddel, a Hat2-vel, amely novelte a Hatl katalitikus
aktivitasat. ®°

Szdmos mas organizmusbdl tisztitottak azota H4 specifikus B tipust hiszton
acetiltranszferazt. Ezek nagymértékii evolucios konzervaltsagot mutattak és gyakran egyiitt
voltak tisztithatoak egy Hat2-h6z hasonld6 WD-40 domént tartalmazé fehérje alegységgel, pl.
X. laevis (Rbap48), csirke és huméan (Rbap46) mintak, valamint kukorica esetén is. *° 1°7 8 158
159 160 161 A7 RbAp46 fehérje WD-40 doménje a H4 hiszton els6 alpha hélixéhez kotddik és
megvéltoztatja a hiszton fold domén térszerkezetét. 1 * Ez a konformaciés valtozas a Hatl
katalitikus alegységét a hiszton farki rész kozelébe helyezi *, igy az RbAp46 H4 hisztonhoz
kotddése nagymértékben megemeli a Hat1 katalitikus aktivitasat. & % &

Szamos eukariota sejt lizise sordn a Hatl enzim a szolubilis citoplazmatikus frakcioban
volt megtalalhat6 és a szabad H4 fehérjéken mutatott aktivitdst, igy sokaig azt feltételezték,
hogy nagyrészt vagy teljes mértékben a citoplazmadra korlatozodik acetilacids tevékenysége. 8
Azonban sikeriilt a nukleuszban is kimutatni a jelenlétét. ' A Hatl citoplazmatikus
aktivitasara élesztOben, X. laevisben és emberben a H4 hiszton K5 és K12 acetildlasa

jellemz6, azonban emberben mutat némi H2A K5 acetilacios aktivitast is. & *°

Szintetikus peptidekkel végzett kisérletekkel kimutattak, hogy a 8-as és 16-0s lizinek
acetilaltsaga esetén a Hatl nem képes modositast végezni a fehérjén. A 8-as és 16-0s lizin
argininre (acetildlatan allapotot mimikalé modositas) cserélése esetén azonban a Hatl képes
funkcigjat betolteni, vagyis ezen poziciok pozitiv toltése a fontos. 184 T5bb proteomikai
tanulmany alapjan a Hatl/Rbap46 komplex elsddleges kolcsonhatd partnerei a szolubilis
H3/H4 komplexeknek. & 8 165 166 167 168 169 109 170 113 B4k es modon kiilonbozd modell
rendszerekben, a gombaktdl egészen az emlds sejtekig, a Hatl mutaciok kiilonféle

fenotipusokban nyilvanultak meg.

Gombakban kimutattak, hogy szerepe van a H4 hiszton nuklearis importjaban. Candida
albicansban a Hatl a H4 hisztonhoz kapcsoldodik és acetilalja azt a nuklearis transzlokaciot
megeldzden, tovabba a nuklearis importban részt vevd NuB4 komplex tagjaként is jelen van.
171 physarium polycephalumban a H4 K5 és K12 acetilaciot gatlo mutaciok a nuklearis import
hibaihoz vezettek. *'*

Gombaban és emlds sejtekben azt a felfedezést tették, hogy a Hatl részt vesz a kromatin
Osszerendez6désben is. Physarium polycephalumban részt vesz az Gjonnan szintetizalodott
H3/H4 replikacios helyhez vald szallitasaban és a H4 hiszton fehérje replikacio kapcsolt
acetilacidja sziikséges a hatékony kromatin Osszerendezddéshez. 1 Egér embriondlis
fibroblaszt (MEF) sejtekben kimutattdk, hogy a Hatl sziikséges a H4 K5 ¢és K12
acetilacidjdhoz a replikacid kapcsolt kromatin Osszerendezddés €s a megfeleld kromatin
konformécio fenntartasa soran. A Hatl hidnya a bromodomeént tartalmaz¢ fehérjék — Brgl,
Bazla, Brd3 — csokkenéséhez, valamint a Topoizomeraz 2 és a DNS helikazok szintjének
névekedéséhez vezet MEF sejtekben. 1> A MEF sejtekben Hatl hianya esetén a transzlacié
regulacioért, mRNS splicingért és DNS hibajavitasért felelés fehérjék duasuldsa is
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megfigyelhetd volt a naszcens kromatinon, mig a DNS replikacioban részt vevd faktorok
nagyrészt valtozatlan mennyiségben fordultak eld. Hatl delécid hatasara szamos ATP-fiiggd
kromatin atrendezé komplex (Brgl, NuRD, ACF) is csokkent szintet mutatott a naszcens
kromatinon, ami megvaltozott struktirara utal. Mindemellett a core hisztonok és hiszton
chaperonok (FACT komplex, ATRX, NMP3) szama is megemelkedett Hatl hidnyaban. A
Hatl ugy tlnik, hogy a kromatin érés idején disszocidl a naszcens kromatinr6l, amely utan
bekovetkezik a H4K5K 12 deacetilacio. 1

A Hatl egy tovabbi kiilonleges szabalyozd szerepére lettek figyelmesek Xenophus,
Drosophila, csirke és human sejtekben egyarant, ami nem mas, mint a CENP-A
centromerikus H3 hiszton varians fehérje megfeleld kromatinba épitése. Xenophus pete
extraktumban az RbAp46/48 — Hatl komplex specifikusan kot a CENP-A N-terminalis
részéhez, mig a H3.1 N-terminalishoz nem. 8 % 19° 178 184 174 Brogophila melanogaster S2
sejtekben a Hatl stabil komplexet hoz létre a CENP-A-val a nukleuszban és a citoplazmaban
is. A Hatl nem moddositja a CENP-A aminosavait, hanem kdlcsonhatasba 1ép a CENP-A — H4
dimerrel és a H4-es hisztont acetilalja a K5-6s és Kl12-es pozicioban. A kolcsonhatas
fennmarad a kromatinba épiilésig, ami egy chaperon-szerii funkciot sejtet és talan a H4
hiszton acetildlt allapotat hivatott fenntartani. A Hatl komplex megtalalhato
citoplazmatikusan, nukleéarisan és kromatinhoz kotott allapotban is a sejtben. Hatl hidnyaban
csokkent CENP-A centromerikus kromatinba épiilés volt megfigyelheté. *™> Az acetilélatlan
H4 a CENP-A-val nem épiilt be a centromerikus régioba Xenopusban és csirke DT40
sejtekben sem. 1® 177 18 DT4( csirke és huméan HeLa sejtekben a H4K5 és H4K 12 acetilacios
jelek dusulasat figyelték meg a centromer régidkon. RbAp48 deficiens és mutans (Y32H)
DT40 sejtekben a prenukleoszomalis CENP-A-H4 komplexekben a H4KS5ac ¢s H4K12ac
szint, valamint a centromerek CENP-A szintje kevesebb, mint felére csokkent 178 Acetilalatlan
lizineket mimikaldé H4-KS5RK12R fehérje expressziojanak hatdsara a CENP-A nem
centromerikus régiokba torténd hibas beépiilése az RbAp48 mutéans sejtekéhez volt hasonlo.
A H4-K5RK12R expresszio kovetkeztében kialakuld hibas CENP-A beépiilés arra utal, hogy
az RbAp48-Hatl komplex altali acetilacio sziikséges a H4 — CENP-A komplex centormerbe
épiiléséhez. Acetilalt lizineket mimikalé H4-K5QK12Q expresszio hatasara a centromerikus
CENP-A szint novekedett az RbAp48 deficiens sejtekben, vagyis az acetilaciot mimikalo H4
menekitette a hibas CENP-A beépiilést. 178

Elesztében, tovabba csirke és egér sejtekben felfedezték, hogy a Hatl hianya DNS repair
hibakat és megnovekedett érzékenységet okoz a DNS karositd agensekkel szemben.
Schizosaccharomyces pombe-ban a Hatl delécioja érzékenyebbé teszi az €lesztét az MMS
DNS kérosit6 szerre. *™* Candida albicans-ban a DNS kiilonbzé hibainak javitasa sériil és a
DNS sériilések szama is gyakoribb. Emellett a deléciés mutansok lassabb ndvekedési
fenotipust is mutattak. 171 Csirke DT40 sejtekkel végzett kisérletekben a Hatl hianya szintén
lassabb novekedést ¢s megemelkedett érzékenységet eredményezett MMS ¢€s camptotechin
kezelés hatasara. *° Egerekben a Hatl delécidja neonatalis letalitast okozott és a Hatl null
mutans egerekbdl szarmaz6 egér embriondlis fibroblaszt sejtekben ndvekedési defektusok,
genom instabilitds, valamint megemelkedett érzékenység volt megfigyelhetd a DNS kérositd
anyagokkal szemben. Ezek a sejtek emelkedett szenzitivitast mutattak mind az egyes szalu,
mind a kettSs szala DNS torést okozo anyagok hatasara. ’° Saccharomyces cerevisiae-ben
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csak akkor voltak megfigyelhetéek ezek a DNS hibajavitdsi zavarok, ha a mutaciot
kombinaltik lizin-arginin cserékkel a H3-as hiszton N-terminalis részén. *%° 1%

Elesztében felfedezték azt is, hogy a Hatl szerepet jatszik a telomerikus csendesitésben.
Saccharomyces cerevisiae-ben, mikor a Hatl mutaciot kombinaltak lizin-arginin cserékkel a
H3-as hiszton N-terminalis részén, az telomerikus csendesitési hibakhoz is vezetett. 180 181 g
a H3 N-terminalis modositasokat kombinaltak H4 N-terminalison taldlhato lizinek argininre
cserélésével, azt kaptak, hogy egyediil a H4K12-es pozicio esetén (a K5, K8, K16-nal nem)
tapasztaltak hasonlé telomerikus csendesitési hibakat, tehat a Hatl hatasa a 12-es pozicion

keresztiil érvényesiilhet. 180

1.6. Epigenetikai valtozasok a neurodegenerativ betegségekben

A neuronok olyan dinamikus sejtek, amelyek hosszii posztmitotikus ¢életiik soran
valaszolnak, reagalnak az Oket éré ingerekre. Strukturdlis és funkcionalis plaszticitasuk
megfeleld transzkripcid regulaciot igényel, ugyanis ennek nem megfelelé miikodése a fejlodo
¢s adult agyban egyarant a kognitiv funkciok meghibasoddsédhoz vezet. 182

A leggyakoribb neurodegenerativ betegségek esetében a legjelentésebb kockazati tényezot
az Oregedés jelenti, amely Osszefliggésben all a kognitiv kapacitas csokkenésével is. Ezek a
nem ismerlink gyégymoddot. A legismertebb neurodegenerativ betegségek kozé tartozik az
Alzheimer-kor, a Parkinson-koér, az amiotrofikus lateralszklerdzis, a frontotemporalis
demencia és a spinocerebellaris ataxiak. %% 18 18 18 Ezek g betegségek kiilonboznek
pathofizioldgidjukban, némely koziiliik a memoriat érinti és kognitiv zavarokat okoz (pl.
Alzheimer-kor), masok a mozgast érintik (pl. ataxidk) és vannak, melyek mindkettot (pl.
Parkinson-kor). ¥’

Ismertek olyan neurodegenrativ megbetegedések, amelyeket egyetlen gén mutacioja valt
ki. Azokat a megbetegedéseket, ahol egy fehérjében meghosszabbodott glutamin szakasz
jelenik meg CAG trinukleotid ismétlodések atirodasa kovetkeztében, poliglutamin
betegségeknek nevezik. Attdl fiiggden, hogy milyen génben keletkezik a hiba €és milyen
sejteket érint, kiilonbozd korképeket okozhat. Ilyen megbetegedés a Huntington-kér (HD), a
spindlis bulbaris izomatrofia (SBMA), a dentatorubral-pallidoluysian atr6fia (DRPLA) és a
spinocerebellaris ataxia (SCA) hat formdja. Ezen betegségek pathomechanizmusanak kozos
vonasa, hogy a képzddott fehérje poliglutamin szakasza miatt megvaltozik a kodolt fehérjék
térbeli szerkezete és aggregaciora hajlamossa valnak. 188 Ugynevezett fehérje aggregatumok
keletkeznek, melyek strukturalisan karositjak a sejteket, tovabba toxikus fehérje
fragmentumok hasadnak le beldliik, amelyek a sejtmagba vandorolva a DNS expressziojat
megvaltoztatjak és mas proteinekhez kotddve megvaltoznak a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok
is a sejten beliil. Ez elsdsorban a neuronalis sejteket érinti. A repeat instabilitas kialakulasdnak
pontos okat nem ismerjik. A DNS replikacidja sordn keletkezd szal-torések javitasakor a
DNS polimeraz enzim ,,elcsuszéasa” az ismétlodd szekvenciaknal eredményezhet expanzidt €s
a hiba kijavitasaban résztvevd mismatch repair rendszer funkcidzavara is hozzajarulhat a
mutécié 1étrejottéhez, 188 189 190 191 192193
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Szadmos tanulmany vilagitott mar ra, hogy milyen kritikus funkciot télt be a kromatin és az
epigenetikai  szabalyozas az agy Oregedése, illetve a neurodegeneracié soran.
Neurodegenerativ betegségeknél megfigyelhetdek epigenetikai szabalyozésbeli eltérések az
egészséges Oregedd agyhoz képest. ' 1%° Egyes hiszton acetilaciés és metilacios szint
valtozasok korhoz kothetdek. Allatmodellekben az oregedés soran a repressziv jelek —
H3K9me2, H3K9me3 és H3K27me3 — szintjében csokkenés kovetkezik be, illetve az aktivalod
hatasu jelek — H3K36me3 és H3K27ac — mennyisége megemelkedik a cerebralis kortexben és
a hippokampuszban. *® A kiilonbozé kromatin-asszocialt faktorokban bekdvetkezé mutaciok
olyan neurologiai betegségekhez vezetnek, mint példaul az autizmus spektrum betegségek (pl.
MECP2) Y7 1% 4 mentalis retardacié (pl. FMRP) ** és a skizofrénia (pl. CHD2) *®°.

Elézetes vizsgalatok azonositottak kozds DNS metilacidos valtozasokat kiilonbdzo
neurodegenerativ betegségeknél, ami kozds szabalyozasi programot feltételez. °* Az olyan
neurodegenerativ betegségek, mint az Alzheimer-kor, Huntington-kor €s az amiotrofids
lateralszkler6zis, nagymértékii transzkripcios profil valtozéssal hozhatéak kapcsolatba, ami a
kromatin szabalyozas érintettségére utal. 202 203 204 \ findez ravilagit arra, hogy milyen fontos
szerepet tolt be az epigenetikai szabdlyozds az idegsejtek miikodésében és az idegrendszeri
funkciokban.

1.7. A Huntington-kor

A Huntington-kort (Huntington’s disease, HD) 1872-ben George Huntington irta le
elészor, mint 6nallo betegséget. A betegség kialakulasaért felelds génhibat 1993-ban fedezte
fel a Huntington’s Disease Collaboration Research Group. 205 A Huntingtin gén 210 kb
hosszlisagu, 67 exont tartalmaz. Az els6 exonban az open reading frame-en beliil van egy
instabil, polimorf CAG trinukleotid ismétlddés, melynek expanzidja Ugynevezett
funkcionyeréses (gain of function) muticidhoz vezet. Egészséges személyeknél a CAG
ismétléddések szama 9-36 kozott valtakozik. Mutacidé kovetkeztében a CAG ismétlddések
szama 36-121 érték kozé emelkedik, ami megvaltoztatja a kodolt fehérje funkciojat. Minél
hosszabb az ismétlédések szama, annal gyorsabb ¢€s sulyosabb lefolyasu a betegség. 206 207 A
nagy meéretl Huntingtin (Htt) fehérje fOként a citoplazmaban taldlhaté meg, a mutans
formaknal azonban hibds proteolitikus hasitasok kovetkeztében olyan N-terminalis
fragmentumok keletkeznek, melyek bejutnak a sejtmagba. 27 2%

A betegség egy autoszomadlis dominans modon 6roklédo progressziv neurodegenerativ kor.
Tiinetei altalaban 40-45 éves kor kozott jelentkeznek és 10-15 éven beliil halalhoz vezetnek.
Harom {0 tlinetcsoport jellemzi: motoros tlinetek, pszichopatholdgiai zavarok és kognitiv
hanyatlas. Jellemzé motoros tiinet a chorea, amely spontan jelentkezd irregularis mozgas.
Stulyosan kérositja a beteg mozgasat, jardsa lassti, merev, bizonytalan. A betegség
végstadiumaban a kordbbi hiperkinézist bradikinézia, rigiditds és disztonia valtja fel. A
kognitiv hanyatlds mar a betegség korai szakaszdban észlelhetd. Ennek a frontalis tipusu
demencidnak a f6 tiinetei a memoriazavar, lelassult informécidfeldolgozas ¢és kognitiv
inflexibilitas. Jellemzé tovabba a személyiségvaltozds: gyanakvd, paranoid, impulziv
viselkedés kialakulasa figyelhetd meg a betegeknél. Csokken az Onkontroll, diihkitorések,
aggresszivitas jelentkezhet. Gyakori a depresszio, alkoholizmus, ongyilkossadg. A klinikai
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tiinetek neuropatholdgiai alapja a nucleus caudatus és az agykéreg sorvadasa. A striatalis
degeneracio foka korreldl a motoros és pszichés tiinetek sulyossdgaval. A stridtum sejtjei
kozil foként a kozepes méretli tliskés neuronok érintettek, melyek efferenseket kiildenek a
globus pallidusba és a substantia nigraba, 20° 210 211 212 213 214

A vad tipust Huntingtin fehérje egy scaffold-szerti funkcidt betdltve szdmos fehérje
komplexszel 1ép kolcsonhatasba, melyek kiilonbozé cellularis folyamatokban vesznek részt.
215 216 217 218 219 A Hit fehérje kolesdnhat szamos olyan transzkripeios faktorral is, amelyek a
neuronalis tulélést szabalyozo gének expressziods aktivitasdban jatszanak szerepet. 220 221 222 207
Funkcioja van tovabba az endo-exocitozis szabalyozasaban, az endo-exocitotikus és recycling
rendszer elemeivel valo kélcsonhatas révén. ** %4 fgy mintegy anti-apoptotikus faktorként,
érés és differenciacio folyamatanak szabalyozasaban is. 2'® %8 22 226 A Hit kolesdnhatésba 1ép
a dinein és a kinezin molekularis motor komplexekkel is. ?** % A Huntingtin fehérje
mennyiségének csokkenése a dinein/dinaktin komplex nem megfeleld mitkddését okozza, ami
az axondlis transzport csokkenéséhez vezet €és hatdssal van az osztddasi orsd helyzetére a
neuronalis progenitor sejtekben. 229 230 227 225 A megfeleld orsd orientdciora a neuroepithelialis
Ossejtek osztoddsa soran kritikus sziikség van. 21 A Htt mennyiségének csokkenése a
ciliogenezisben is csokkenést okoz. 226 Tanulmanyok tesznek emlitést arrol is, hogy a vad
tipusi Huntingtin fehérje a szelektiv autofigia folyamatdban is részt vehet. 2% 2%
Drosophilaban a Htt hianya csokkent autofagoszoma kialakulast és emelkedett ubikvitinalt
fehérje mennyiséget eredményez. >

A Huntingtin mutacié kovetkezményeként fellépd neuronalis sejthalalt hosszi neuronalis
diszfunkcio el6zi meg, melyhez szamos cellularis folyamat jarulhat hozza. Ilyen sejten beliili
folyamatok a mutans Huntingtin (mHtt) fehérje hasitason és aggregacion tul a hibas fehérje-
fehérje kolcsonhatasok, a funkcidképtelen kalcium szignalizacid, az abnormalis axonalis
transzport, a karosodott metabolizmus, a neurondlis aktivitds diszreguldcioja és a
megvaltozott transzkripcios aktivitas. 27 28 2%° 236 A transzkripcionalis diszregulacio kozponti
szerepet jatszik a Huntington-koér pathogenezisében. 2T A8 transzkripcionalis valtozasok az
agyban detektalhatoak a betegség hatdsara. 202

Egér modellen kimutattak, hogy a Htt gén hibdja esetén szamos gén mutat megvaltozott
expressziot az egészséges egyedekhez képest. A downregulalt gének kozott megtalalhatdoak
olyan gének, amelyek a striatilis neuron identitdsért és funkciokért felelések, ugymint a
Darpp32, az Rgs9, a Drdl és a Drd2. 202 238 239 240 241 goyesebb olyan gén mutatott
downreguléciot, amely a kortex neurondlis jelatvitelében ¢&s szoveti identitasdnak
kialakitasaban vesz részt. *° ' HD muténs sejtekben REST, SP1, TAF130, p53 transzkripcios
faktorok deregulacidja is megfigyelheté az abnormalis fehérje interakcidok miatt. 242 243 244 218
245 241 A npeurondlis aktivitasban, plaszticitasban ¢és ingerelhetdségben kulcsfontossagl
szerepet jatszo IEG (Immediate Early Gene) faktorok, mint pl. a Fos, Egrl, Arc, dinamikus
expressziojat szabalyozo szignalizacids utvonalak (cAMP, CREB/CBP, Ras/MAPK/MSK1)
HD-s stridtumban szintén hibasnak tiinnek. 2% 2* 2*® Huntington-kéros paciensek poszt-
mortem prefrontdlis agykérgi mintain végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a Hox gének és
mas homeobox gének reaktivalodtak a paciensek agyaban és az egyedfejlodés sordn még
éretlen neuronsejtekhez hasonld expressziot mutattak. Ezaltal a neuronalis identitasért felelos
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transzkripcidés program a HD-s paciensek agyaban zavart szenved. A stridtum és kortex

upregulalt génjei koz¢ tartoznak a gyulladasi (inflammacids) folyamatokban részt vevd gének
‘o 249 202
IS.

A mHtt fehérje az olyan kromatin szabalyoz6 faktorok aktivitdsat is érintette, mint a
Polycomb repressive complex 2 (PRC2). A Htt hozzako6tédik a PRC2-hoz a sejtmagban, ami a
PRC2 aktivalasdhoz vezet, mig a mHtt tovabb serkenti a PRC2 aktivitast sejt modellekben. 230
A PRC2 inaktivacio a striatalis neuronokban a neuronalis differencidcioban szerepet jatszo
transzkripcidés faktorok reaktivalodasat ¢és a striatdlis identitasért felelds gének
egerekre emlékeztetd molekularis, elektrofiziologias és viselkedési fenotipusokhoz vezet, a
PRC2 inaktivaciobodl és a mHtt expresszidobdl szarmazé transzkripciondlis jelek a striatumban
mutatnak hasonlosagokat. %"

A Huntington-korra jellemzd, hogy a kiilonb6z6 hiszton mddositasok is zavart szenvednek.
A HD soran megfigyelheté hiszton acetilacios zavarokat részben a CREB-binding protein
(CBP) és a Pcaf hiszton acetiltranszferaz aktivitasa fehérjék kotddése, mHtt aggregatumokba
torténd csapdazodasa okozza. *? 2 Drosophila és egér modellen kimutattak, hogy a hiszton
deacetilazok (HDAC) gatlasa jotékony hatast fejt ki a HD fenotipusra. 2°2 °3 2* preklinikai
tanulmanyok is bizonyitjdk a jotékony hatdsat az olyan széles spektrumtit HDAC
inhibitoroknak, mint a SAHA (suberoxylanilide hydroxamic acid), TSA (Trichostatin A),
fenilbutirat, natrium-butirat. 2>° 2°° %7 28 29 A HDAC inhibitorok HD-s egerekben javitottak a
neuropathologian és a motoros funkcion. A HDAC4 inaktivalasa egy transzkripci6 fiiggetlen
mechanizmuson keresztiil, a mHtt aggregacio folyamatara hatva javit a HD-s egerek
hathatnak a deacetilaz gatloszerek. 20 A mHitt overexpresszi0 hatasara egerekben
nagymértékil valtozas kovetkezik be a hiszton acetilacidban. 261 Azonban altalanosan a H2B,
H3 és H4 globalis acetilaciés szintben nem talalhatoé kiilonbség a HD-s R6/2 egerek
agyszovete €s a kontroll egereké kozott. 26 28 A HD-s egerek stridtumaban specialis
génlokuszokon figyeltek meg H3 acetilacio csokkenést. Ilyen downregulalt génpromoter volt
a Drd2, a Penkl, az Actb és a Grinl. ?*® Megfigyeltek H3K9, H3K14 és H4K 12 acetilacios
valtozasokat is a stridtumban, azonban ezek a valtozasok csak néhany lokuszra korlatozodtak
¢és gyenge korreldciot mutattak. 262 263 A H3K27 acetilacionak szintén szelektiven lecsokkent a
szintje. Erds korrelaciot fedeztek fel tovabba a csokkent H3K27ac, a csdokkent RNS polimeraz
IT (RNAPII) és a gének downregulacidja kozott. Az ugynevezett szuperenhanszerek, amelyek
a sejttipus specifikus identitast és funkcidt definialjak, szintén csokkent H3K27ac-6t mutattak
ezekben az egerekben. Ezek a valtozasok foként olyan géneket érintettek, amelyek a
neuronalis aktivitast, neuronalis plaszticitast €s transzmissziot szabalyozzak. 240

A hisztonok metilacids szintjét szabalyozo enzimek szintén deregulaciot mutatnak HD
modellekben. llyen az ESET/SETB1 H3K9 metiltranszferaz, melynek szintje megnovekedett
az R6/2 HD-s egerek striatumaban és kortexében az SP1/SP3-medialta transzkripcios
aktivacionak koszonhetden, melynek hatasara megnovekedett a hisztonok H3K9 metilacidja.
264 A H3K4me3 szintjében csokkenést fedeztek fel R6/2 egerekben a demetiladldsdban részt
vevd KDMSC/JARIDIC enzim upregulaltsdgdnak kovetkeztében, neurondlis gén

downregulaciot okozva a HD-s egerek stridtumaban és kortexében. 239 240 285 K i16nbozé
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hosszusagh CAG ismétlodést hordozd6 mHtt-t expresszalé embrionalis dssejteken (ESC) és
neuronalis progenitor sejteken (NPC) végzett kisérletek soran korrelaciodt fedeztek fel a CAG-
ismétlodés-fliggd génexpresszids valtozasok és a H3K4me3 szintje kozott. Ez a neurondlis
6ssejtek (NSC) esetén kifejezettebb volt, ami azt sugallja, hogy a mHtt befolyasolja az
epigenetikai szabalyozast a korai neuronalis differenciacios allapotok soran. A Htt null
mutacio esetében ESC sejtekkel végzett kisérletekben egy altalanos H3K27me3 csokkenést is
kimutattak, mig NPC sejtekkel végzett kisérletek soran az ellenkezdje tortént ennek, azt
sugallva, hogy a Htt részt vehet a H3K27me3 eltiintetésében sejt differenciacods allapot fliggd
moédon. %° HD-s paciensek prefrontalis kortexén végzett kisérletek soran is kimutattak
H3K4me3 szint novekedést olyan gének promoterein, amelyek neuronalis aktivitas és
gyulladasos folyamatok szignalizdciés ttvonalaiban vesznek részt. *** A H3K9me2
heterokromatitinizacioval 0sszefiiggé kromatin jel megemelkedett szintjét is kimutattak mind
HD-s paciensek, mind R6/2 egerek striatumaban. 2%

Emelkedett H2A ubikvitinaciés szintet is megfigyeltek R6/2 egerekben. 28 A striatalis
H2A ubikvitindcids valtozdsok arra utalnak, hogy a hiszton véltozasok nem csak a
diszregulalt géneket érintik. 269

Teljes genom metilacids analizist is végeztek HD sejt modelleken. Az eredmények szerint
a mHtt fehérjék hatasara DNS metilacids valtozasok jelentek meg mind a proximalis, mind a
disztalis prométer szabalyozasi régiokon. 2® HD-s paciensekb8l szdrmazé poszt-mortem
agykéreg és maj mintan végzett DNS metilacios analizis eredményeként azt talaltak, hogy a
Htt promotere szovetspecifikus metilaciot mutatott, ami szdvetspecifikus promoter
aktivitashoz vezetett. °’® Az 5-hidroximetilcitozin (5-hmC) és a 7-metilguanin (7-mG) szintje

HD-s egerekben globalisan lecsokkent az agyban. 2" 272

1.8. Drosophila, mint Huntington-kér modell

A Drosophila melanogaster, mas néven ecetmuslica, az egyik legelterjedtebben hasznalt
kisérleti organizmus, mivel egyszerii és kivaloan jellemzett genommal rendelkezik, genetikai
modositasahoz fejlett eszkoztar all a kutatok rendelkezésére, és emellett kivald modell szdmos
human betegség tanulmanyozasara. A D. melanogaster 4 par kromoszomaval rendelkezik,
melyek koziil az els6 a nem meghatadrozasban vesz részt, a tobbi 3 pedig autoszomalis, a 4.
nagyon kis méreti. °® A D. melanogaster genom projekt 2000-ben keriilt befejezésre.
Genommérete megkozelitéleg 180 Mb, melynek a 2/3-a eukromatikus, 1/3 pedig
heterokromatikus régio. Genomja megkozelitéleg 18.000 gént foglal magaba. 274 215
fehérjék teljes aminosav szekvencia hasonlosaga a Drosophila és az emldsok kozott
megkozelitdleg 40%, a fehérjék konzervalt funkcionalis doménjei tobb, mint 80%-0s egyezést
mutatnak. *’° A Drosophila genom projekt eredményeit Gsszevetve a humén genommal
kideriilt, hogy az emberi betegség gének kozel 75%-anak van funkciondlis orthologja
muslicdban. 2"’

Bar a

A Drosophilat mar tobb, mint 100 éve alkalmazzak genetikai analizisek soran. Els6ként
William E. Castle tanulmanyozta az 1900-as évek elején 2’®, majd 1909-ben Thomas Hunt
Morgan kezdte el genetikai kisérletekre hasznalni. Az ezt kdovetd 30 évben klasszikus
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genetikai kisérletekkel sikeriilt a gének, kromoszémak és az 6roklédo genetikai informéacid 6
torvényszeriiségeit megallapitani. Eleinte a mutagenezis technikdk a besugarzasos ¢és
vegyszeres kezeléseken alapultak, majd az 1970-es évektdl szamos molekularis biologai
eljaras indult fejlodésnek. Ilyenek a gén klonozas, a hibridizacios technikak, vagy a P-elemen
alapulé transzforméacios modszer. 2°

A Drosophila kisérletes szempontbol eldnyos tulajdonsagai kozé tartozik, hogy rovid id6
alatt tobb utédgeneracioban nagyszamu utddot (generacids ideje 25 °C-on 10 nap, akar tobb
szaz utod sziildparonként) képes 1étrehozni. A kiillonbdzo stadiumt egyedeken (embrio, larva,
bab, adult) a vizsgalat céljanak megfelelden eltérd jellegii kisérletes modszerek
kivitelezhetéek. Az adult allatok szervei funkciondlisan hasonloak az emlds szervekhez (agy,
bél, keringési-, kivalaszto- és reproduktiv rendszer). A muslica agy tobb mint 100.000 neuront
tartalmazé egyedi haldzat, amely komplex viselkedési mintdzatok kialakitdsdra ¢&s
feldolgozasara képes (cirkadian ritmus, tanulas és memoria kialakitas, udvarlas és agresszio).
Mindemellett apré méretii, konnyen fenntarthaté és manipuldlhatd laboratoriumi koriilmények
kozott. Szamos mutans és transzgenikus torzs beszerezhetd torzskozpontokbol, mint amilyen
a Bloomington Drosophila Stock Center, a Kyoto Stock Center vagy a Vienna Drosophila
Resource Center. Ezen kiviil barki szamara elérhetd online adatbazisok és kisérleti eszk6zok

, . , 276
széles kore all rendelkezésre.

A kisérletes munkahoz rendelkezésre allnak olyan specidlis kromoszémak, amelyek
lehetové teszik a vizsgalt jellegzetesség nyomonkovetését anélkiill, hogy az
atkeresztezOdhetne ¢és ,elveszhetne” a kovetkezd generaciokban. FEzeket balanszer
kromoszdémaknak nevezziik, melyek a kivant funkcid betdltéséhez inverzidkat tartalmaznak a
kromoszéma teljes hosszan, valamilyen fenotipusban megnyilvanuld, egyszerlien nyomon
kovethetd tigynevezett ,,marker gén”-t, tovabba egy recessziv letalis mutaciot is. 219

Egy Altalanosan elterjedt modszer Drosophilaban a gének expresszids szintjének
megemelésére vagy csokkentésére, azok funkcidjanak vizsgéalatdhoz, a GAL4-UAS
expresszids rendszer. * A GAL4 (galactose-responsive transcription factor GAL4) egy
¢lesztd transzkripcids faktor, amely az UAS (upstream-activating sequence) szekvencidhoz
kotdédve elinditja annak a génnek az expresszidjat, amely promotere eldtt taldlhatd. Ha a
GAL4 megtalalhato az egyik muslica térzsben, mig az UAS szekvencia a vizsgalni kivant
transzgén el6tt egy masik torzsben, akkor ezeket keresztezve olyan utddokat hozhatunk 1étre,
amelyekben a transzgén expresszidja a GAL4 driver altal meghatarozott fejlodés- és
szovetspecifikus moédon valdsul meg. A génexpresszid csokkentése, vagy ,.csendesitése”
pedig RNS interferenciaval valdsithaté meg. 276
GAL4-UAS rendszer hasznalata térben és idoben kontrollalhatd expressziot biztosit a
kifejeztetni vagy csendesiteni kivant gén szamara. %

Tehat a Perrimon és kollégai altal kifejlesztett

A Drosophila széles korben alkalmazott modell a neurodegenerativ betegségek
tanulmanyozasara is. Ezek koz¢ tartozik a Huntington-kor, mely esetén a betegség modellben
neuronalisan expresszaltathato a teljes hossziisagi human Huntingtin gén meghosszabbodott
poliglutamin domént kodold szakasszal, vagy a human Htt gén N-terminalis fragmentjei
meghosszabbodott poliglutamin kédolo szakasszal. A meghosszabbodott poliglutamin domént
hordozé Huntingtin fragmentumok overexpresszidja hatékonyan indukélja a jellemzd
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fenotipusokat muslicakban. Ezek az allatok olyan neurondlis diszfunkciokat mutatnak, mint

amilyen a szinaptikus transzmisszié és axonalis transzport hibai, a neurondlis degeneracio, a
, 1 A s . 252 282 283 284 285

mozgas problémak és a révidebb élettartam.

A Drosophila egy hatékony modell, amelynek egyszeriibb a kezelése az emlds modell
rendszereknél és joval magasabb komlexitastak az élesztd sejteknél. Alkalmas gén funkcid és
fehérje kolcsonhatdsok vizsgalatara, molekularis mechanizmusok, cellularis folyamatok
felderitésére, human betegségekben 1j biomarkerek és terapias targetek keresésére, azonban

az elsodleges felfedezések utani részletesebb mechanizmusok vizsgalatara az emlds modellek
alkalmasabbak. 2"°
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I1. Célkituzések

Tekintve, hogy a Huntington-kér jelenleg gyogyithatatlan és csak tiineti kezelésére van
lehetdség, célunk volt kiilonbozé genetikai és molekularis bioldgiai vizsgalatokkal a kor
pathogenezisét befolyasolod epigenetikai targetek keresése és jellemzése. Ismert az, hogy a
hisztonok acetilacids allapota befolyasolja a betegség lefolyasat, e folyamatban érintett
konkrét acetilacioés poziciok azonban csak részlegesen azonositottak, kevéssé jellemzettek.
Ezért a kovetkezo kisérleti 1épéseket és az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

I1.1. A Drosophila Hatl altalanos jellemzése és hatasanak vizsgalata a Huntington-kor
patogenezisében

1. Hatl delécidés mutdns Drosophila melanogaster torzset allitunk eld:

Erre a génre korabban nem allitottak elé null mutans vonalat, ezért P-elem transzpozon
remobilizacidval terveziink deléciés mutdnst 1étrehozni funkcionalis vizsgalatainkhoz.

2. Meghatdrozzuk a Hatl enzim hiszton acetildcids targetjeit.

A létrehozott Drosophila melanogaster Hatl delécios mutans vonalat haszndlva western
blot kisérletekben vizsgaljuk a H4 hiszton acetilaltsagat.

3. Megadllapitiuk, sziikségesek-e a Hatl daltal létrehozott hiszton poszt-transzlacios

maodositasok a H4 hiszton nukledris transzportjdhoz.

Létrehozunk olyan kanonikus H4 hisztonéval megegyez0 aminosav szekvencidju FLAG-
tag-gel jelolt His4r trangént expresszalo torzseket, melyekben lehetetlenné tessziik a H4KS és
K12 acetilaciot. Ezekben az egyedekben larvalis nyalmirigy immunfestéssel megvizsgaljuk a
varians hisztonok sejten beliili lokalizacigjat.

4. Megallapitiuk a Hatl hiszton acetiltranszferaz génexpressziora gyvakorolt hatdsat.

A létrehozott deléciés mutanson teszteljiik, hogy van-e az enzimnek hatdsa a kromatin
szervezOdésre ¢és génexpressziora. Ehhez pozicio effektus variegacidos tesztet ¢és
transzkriptomikai analizist végziink.

5. Meghatarozzuk a Hatl hianvanak hatasat az eqyedek egyes fenotipusaira.

Jellemezziik a Hatl delécidos mutans vonalnak az életképességre, élettartamra és fertilitasra
gyakorolt hatasat.

6. Megvizsgaljuk a Hatl teljes vagy részleges hidnyanak hatasdt egyes Stressz

korvlmenyek kozott.
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Megvizsgaljuk a Hatl hidnyanak a hdstressz €s proteopathias stressz valaszra gyakorolt
hatasat. Ez utobbi soran a Huntington-kor Drosophila modelljében kivanjuk tesztelni a Hatl
csOkkent szintjének a hatasat életképesség, élettartam és a retindlis neurodegeneracio
vizsgélataval.

11.2. His4r varians hiszton fehérjék acetilacios modositasainak hatiasa a Huntington-kor
patomechanizmusara

1. Kiilonbozé poziciokban acetilaciot mimikalo His4r varians hisztont hordozo
vektorkonstrukciokat hozunk /étre.

Site Directed Mutagenezissel olyan konstrukciokat hozunk létre, amelyekben a His4r gén
5-0s, 8-as, 12-es vagy 16-os pozicidju lizinjét glutaminra (acetilaciot mimikal) vagy arginira
(acetilalatlan/modositatlan allapotot mimikal) cseréljiik. Tovabba létrehozunk kontrollként
egy modositatlan His4r gént hordozo konstrukciot is. A transzgéneket a kovethetOség
érdekében egy C-terminalis FLAG-tag jeldléssel latjuk el.

2. Kiilonbozé poziciokban acetildciot  mimikalo  His4r varidns hiszton fehérjét

expresszalo transzgenikus Drosophila torzseket hozunk létre és azokat tobbrétiien

validaljuk.

A modositott Hisdr génszekvenciakat pTWF-attB vektorba klonozva Drosophila
embriokba injektaltatjuk, melyekbdl transzgenikus vonalakat allitunk elé. Ellendrizziik a
szubsztitliciok jelenlétét a transzgének visszaizolalasaval és szekvenaltatasaval. A transzgének
RNS ¢és fehérje expressziojat ellendrizziikk qPCR-al és western blot-tal. A transzgének sejten
beliili lokalizaciojat larvalis nydlmirigy immunfestéssel hatarozzuk meg.

3. Megallapitiuk, hogy a His4r varidans hiszton fehérje kiilonbozo acetilacios allapotait

mimikalo transzgének expresszioja hatassal van-€ az életképességre és a neurondlis
pusztulasra.

Megvizsgaljuk a transzgének elav-GAL4 driver indukalta neuronalis expresszidjanak

crer

tesztelésével tervezziik vizsgalni.

4. Megvizsgaljuk, hogv a His4r varians hiszton fehérje kiilonbozoé acetilacios allapotait

mimikalod transzgének expresszioja milven hatassal van a Huntington-kdr Drosophila
modelljében.

Vizsgélni kivanjuk a mutdns Huntingtint expresszald muslicak életképességét, élettartamat,
retinlis neuron pusztuldsuk mértékét és motoros képességeiket.
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III. Anyagok és modszerek

I11.1. Drosophila fenntartas, keresztezések és fenotipus vizsgalatok

II1.1.1. Felhasznalt torzsek

A kisérleteink soran hasznalt torzsek koziil a bloomingtoni torzskézpontbol (Bloomington
Drosophila Stock Center, Bloomington, IN, USA) szarmaznak a kovetkezoek:
1,,67c23. EY21697 i 1118 mah .
Yy W ; P{EPgy2}Hatl ., W;Dr42-3(TM342-3, w—, w ', w;da-GAL4,
w P{GawB}elavC155, w; TM6 Sb/TM3 Ubx. A w; UAS-Httex1p-Q120 transzgenikus torzs
J. Lawrence Marsh (University of California, Irvine, CA, USA), a yw M{eGFP.vas-
int.Dm}ZH-2A; +; M{RFP.attP}ZH-86Fb; + (roviden: ®X86Fb) transzgén dokkold helyet
tartalmaz6 torzs Konrad Basler (University of Zurich, Svajc) laboratériumabol szarmazik.

A torzsek fenntartasahoz és a keresztezésekhez standard Drosophila taptalajt hasznaltunk
(3% széraz élesztd, 4% kukoricadara, 2% buzaliszt, 9% gliikéz, 0,7% agar és 0,15%
Tegosept). A petéztetéshez hasznalt kisérletek sordn malnaszorppel kiegészitett agar
taplemezeket hasznaltunk (5 g agar 150 ml H;O-ban feloldva, kiegészitve 50 ml
malnaszorppel és aktiv szénnel).

1I1.1.2. Hatl delécio létrehozasa transzpozon remobilizalassal

A delécio létrehozasahoz a P-elemet hordozd y* w®'®?; P{EPgy2}Hat1®"#%" himeket
kereszteztiik ~ w; Dr 42-3/TM3 42-3  ndstényekkel,  melyek  utdédai  kozil a
w; P{EPgy2}Hat15"***"/TM3 Sh 412-3  genotipust, Ggynevezett jump-starter himeket
w; +; TM6 Sb/TM3 Ubx genotipusit ndstényekhez kereszteztik. Az utédok kozil a
transzpozonon taldlhatd mini-white markergént elveszitd, fehér szemii w; Hat1"™'/TM6 Sb
revertans him egyedeket w; +; TM6 Sb/TM3 Ubx ndéstényekhez kereszteztiik vissza
egyedenként. A jelolt egyedeket PCR reakcidval teszteltiik tovabb (részletesen kifejtve a
molekularis médszereknél). A PCR eredmények alapjan a w; Hat1””” delécios és w; Hat1"EV1e
preciz revertans vonalat valasztottuk ki, melyek esetében a Hatl gén szekvencidjat kapillaris
szekvenalassal (Delta Bio 2000 Kft) is ellendriztiik.

111.1.3 Hatl mutansok életképességének, élettartamanak és fekunditisanak vizsgalata

Az életképesség vizsgalathoz a Hatl?’” delécios és Hat1"cV*® preciz revertans egyedeket
DXSE6Fb torzshoz kereszteztiik, a heterozigdta him utédokat visszakereszteztiik a homozigota
Hatl delécios vagy revertans ndstényekhez. Mindkét genotipus esetén minimum 10 db
keresztezésbol kikelé homo- illetve heterozigota utdodok genotipusonkénti szamat jegyeztiik
fel szemsziniik alapjan 5 napon keresztiil. Az utdodok 6sszes egyedszama mindkét keresztezés
tipus esetén meghaladta az 1400-at.
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Az élethossz vizsgalatokhoz a Hat1l?’ és a Hat1"®V*® homozigota egyedeket hasznaltunk.
20 db allatot helyeztiink egy-egy fiolaba és 25 °C-on tartva heti 2-3 alkalommal friss fiolakba
raztuk Oket. Az elpusztult egyedek szamat naponta feljegyeztiik. Mindkét genotipus esetén a
ndstényeket és a himeket is vizsgaltuk. Mind a Hatl®’, mind a Hatl"®'*® torzs esetén,
néstényekbdl és himekbdl egyarant 200-200 egyedet vizsgaltunk.

Néstények fekunditasanak vizsgalatdhoz da-GAL4 > Hat1®"*** tultermeld ndstényeket,

valamint a Hatl"®V'® preciz revertans és Hatl®’ delécios mutans szfiz ndstényeket
kereszteztiink w'® genotipusu (fehér szemii, Hatl-re nézve vad tipust) himekhez. 3 napos
egyedeket kereszteztiink oly modon, hogy 5 ndstény és 3 him keriilt egy fiolaba, melyeket 5
napig naponta atraztunk €s a 24 ora soran lerakott petéket szamoltuk. Minden genotipusu
keresztezésbol 10 parhuzamos keriilt inditasra, vagyis 50 db ndstény fekunditasat vizsgaltuk

genotipusonként.

111.1.4. Szem pigment koncentrdcidjanak meghatdarozasa spektrofotometridaval

3-4 napon keresztlil gyijtott és 25 °C-on tartott ad genotipust szliz ndstényeket
kereszteztiink frissen kelt HatlFY'® preciz revertans, illetve Hatl?’’ deléciés mutans
himekkel. Az utédokat 5 napon keresztiil ugyanabban az idépontban gyiijottiikk, majd 1 hét
elteltével folyékony nitrogénben fagyasztottuk. Az allatokat —80 °C-on taroltuk a kelld
mennyiség Osszegyljtéséig és egyszerre készitettiink beldliik mintat a fotometrids méréshez.
20 db muslica fejet homogenizaltunk 600 pl 0,1%-0s ammoniaoldat és 600 pl kloroform
elegyében. Ezt az elegyet centrifugaltuk 4 percig 13.000 rpm-en majd a feliiliszot
fotometraltuk 485 nm-es hulldmhosszon. Ezt kovetden a mért abszorbancia értékeket
hasonlitottuk 6ssze. Minden genotipusbodl 10 parhuzamos mintat készitettiink, vagyis az egyes
genotipusokbodl 200 db egyedet vizsgaltunk.

I11.1.5. Cirkadidan ritmus és napi aktivitds vizsgalata

A Hat1REV1o preciz revertans és Hatl®’ deléciés mutans egyedeket a vizsgalatot
megelézbden €s annak soran is 25 °C-on 12 6ras fény/sotét megvilagitasban tartottuk. 7 napos
him egyedeket hasznaltunk a vizsgalat soran és genotipusonként 38 egyeden végeztiik el a
mérést. Az egyedeket egyesével 5 mm atmérdji iiveg fiolakba helyeztiik, majd a fiolakat
DAM2 Drosophila Activity Monitor (TriKinetincs Inc) méréeszkdzbe helyeztiik, amelyben
mozgasi aktivitasukat 5 napon keresztiil nyomon kovettiik. Ha egy allat a mérOmiiszerben
megszakitja az infravords sugarnyalabot, azt a DAM2 berendezés érzekeli az adatokat gyiijtd
DAMSystem3 szoftver pedig egy szoveg fajlba irja. Az adatok elemzését DAMFileScan
(TriKinetics Inc) és pySolo programmal végeztiik 2.

II1.1.6. Histressz érzékenység vizsgalata

A kisérlet soran frissen kikelt Hatl®’ delécios mutans és HatlREV® preciz revertans
egyedeket 7 napon keresztiil 25 °C-on tartottunk, majd héstressznek tettilk ki Oket és a
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hosokkot kovetd 18-20 oras 25 °C-on torténd inkubacio (recovery) elteltével feljegyeztik az
¢letben maradt egyedek szamat. A 37 °C-os héstressz vizsgalatot 1égtermosztatban, a 40 °C-
os kisérletet vizes inkubatorban végeztiik. A 37 °C-os kisérletnél a fioldk 0,5-1 cm vastagsagu
taptalajt és 25 egyedet tartalmaztak, a 40 °C-os tesztelésnél iires fiolakba 10-15 allatot
helyeztiink. A 37 °C-os hdsokk vizsgalatot 7 ordn keresztiil végeztiik, ahol a vizsgalati
id6pontok az elsd 3 doraban oranként, az azt kdvetd 4 oraban pedig fél oranként voltak, és
genotipusonként 100 egyedet teszteltliink id6tartamonként. A 40 °C-on végzett kisérlet 25, 30
¢€s 35 perces idOtartamokig zajlott, genotipusonként minimum 120 egyeddel iddtartamonként.
A fiolakat egyszerre heyeztilk a légtermosztitba vagy vizes inkubatorba, és a vizsgalati
idépontoknal a kell6 egyedszamot tartalmaz6 mennyiségii fiolat vettiik ki.

111.1.7. His4r transzgenikus dllatok torzsbe dllitdsa

A kodon szubsztiticiokat tartalmazo His4r transzgéneket hordozd vektor konstrukciokat
attP-zh86Fb ¢C31 specifikus dokkold helyet hordozé izogenizalt embridkba injektaltattuk
(MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Genetikai Intézet). A kikelt adult allatokat
egyedenként w® allatokhoz kereszteztiik. A kikeld transzformans utédokat a transzgénen
talalhato  mini-white  markergénre  szelektaltuk. A transzformans  egyedeket
w; +; TM6 Sb/TM2 Ubx allatokkal kereszteztiikk, majd az utédokat a hordozott balanszer
szerint szétvalogattuk és homozigota torzseket hoztunk 1étre.

1I1.1.8. Idegsejtekben expresszalt Hisdr konstrukciok életképességre gyakorolt hatdisanak
vizsgdlata

A Hisdr transzgének életképességre gyakorolt hatisanak teszteléséhez heterozigota
transzgenikus pontmutans His4r himeket (w; +; His4dr/TM6 Sb) elav-GAL4 drivert hordozo
szliz ndstényekhez kereszteztiink, a kikeld utodok genotipusonkénti szamat 5 napon keresztiil
feljegyeztiik. A kikelt transzgént expresszald utddok szamat a nem expresszalo, elav-GAL4
drivert és balanszer kromoszémat hordozo testvéreik szamahoz hasonlitottuk. Az életképesség
adatok minimum 3 db keresztezést tartalmazo fiolabol szarmazd eredmények
modositasonként (minden szubsztitucid esetén), a kikelt Gsszes egyedszam pedig minimum
200 db His4r transzgénenként.

II1.1.9. Eletképesség és élettartam vizsgdlatok mHtt-t expresszdlé egyedekben

A Hatl kisérletek soran a Hatl®’ delécios és a Hat1REV® preciz revertans himeket
elav-GAL4/w; +; Sb/TM6 Ubx szliz néstényekhez kereszteztik. A His4r pontmutansokkal
végzett kisérletek soran a His4r transzgenikus torzsekbdl szarmazé himeket kereszteztiink
elav-GAL4/w; +; Sb/TM6 Ubx genotipusu sziiz néstényekhez. A Sb markert hordozé him
utodokat ezt kovetden w; UAS-Httex1p-Q120 sziiz nostényekhez kereszteztik. Az
utédkategoriak koziil a himek nem expresszalo (elav-GAL4 neuronalis driver nélkiili,
»egeszséges”) kontrollok, a ndstények fele expresszalja a mutans Huntingtin fehérjét, de nem
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hordozza a vizsgalt genetikai elemeket (,,beteg” kontroll egyedek), mig a masik fele
expresszalja a mutans Huntingtin fehérjét és hordozza vagy a Hat1?’’, vagy a Hat1"EV*e allelt,
vagy a megfelelé His4r transzgént.

Az egyedek életképességének teszteléséhez a kikeld utddok genotipusonkénti szamat 5
napon keresztiil jegyeztiik fel. A Hatl kisérletek soran dsszesen minimum 38 db keresztezést
tartalmazo fiola volt vizsgalva allélenként (Hatl®’ és Hat1®5V'°), ahol a 4 utodkategoria
Osszes egyedszama minimum 1300 db volt. A His4r transzgenikus torzsekkel végzett
kisérletek esetén az ¢letképesség adatok minimum 12 db keresztezést tartalmazo fiolabol
szarmaz6 eredmények modositasonként (minden szubsztiticido esetén), a kikelt Osszes
egyedszam pedig minimum 430 db transzgénenként.

Az ¢lethossz vizsgalatokhoz 10-35 allatot helyeztiink egy-egy fiolaba és 25 °C-on tartva
heti 2-3 alkalommal friss fiolakba raztuk oket. Az elpusztult egyedek szamat naponta
feljegyeztik. A Hatl®’ esetén az élethossz vizsgilathoz hasznalt Gsszes egyedszam
meghaladta az 1000 egyedet (mHtt expresszalod kategoridk esetén minimum 110 egyed), a
Hat1"FY?® allél esetén pedig meghaladta a 400 egyedet (mHtt expresszalo kategoridk esetén
minimum 30). A His4r élettartam vizsgalatok soran az életképes kategoriak esetén az 0sszes
egyedszam minimum 490 egyed volt szubsztitucionként (mHtt expresszald kategoridk esetén
minimum 20 db, kivétel K5R — 2db, K8R — 10 db).

II1.1.10. Neurodegenerdcio vizsgdlata pseudopupil assay-el

A neurodegeneracio mértékének vizsgalataira tgynevezett pseudopupil moédszert
alkalmaztunk. Frissen dekapitalt allatok fejét atlatszo koromlakk segitségével targylemezre
rogzitettiilk, majd immerzios olajjal lefedtiik, és az Osszetett szemeket Nikon Eclipse 801
mikroszkoppal 50X nagyitdsi immerzids lencsével vizsgaltuk. Az Osszetett szemet felépitd
ommatidiumokban megfigyelhetd rhambdomerek ommatidiumonkénti szdmat jegyeztiik fel a
vizsgalat sordn. A kisérletet genotipusonként minimum 10 egyeden hajtottuk végre és
egyedenként minimum 20 ommatidiumot vizsgaltunk (kivétel: az
elav-GAL4/w; HttQ120/+; His4r/+ genotipusu egyedek esetén a 2 napos vizsgalat soran 4 db
K8R, a 4 napos vizsgalat soran 7 db K8R muslicat teszteltiink).

I11.2. Molekularis biologiai modszerek

II1.2.1. Hatl mutaciok azonositasa PCR-ral

Azokhoz a PCR reakcidokhoz, amelyeket a Hatl deléciok gélelektroforézissel torténd
tesztelése céljabol készitettiink, egyedi muslicakbol preparaltunk DNS-t Greg Gloor és
William Engels (Dept. of Genetics, Univ. of Wisconsin, Madison, USA) protokollja alapjan a
kovetkez6 modon: egy egyedet homogenizaltunk 50 ul agynevezett ,,Squashing Buffer”-ben
(10 mM Tris-HCI pH 8,2, 1 mM EDTA, 25 mM NacCl, 200 pug/ml Proteinaz K) és 37 °C-on
hokezeltiik egy oran keresztiil, majd 85 °C-on inkubaltuk tovébbi 15 percig a proteinaz
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inaktivalasahoz. A kapillaris szekvendlashoz készitett PCR reakciokhoz a genomi DNS
kivonasat E. Jay Rehm (Berkeley Drosophila Genome Project) protokollja (Quick Fly
Genomic DNA Prep.) szerint végeztiik a kovetkezOképpen: 15 egyedet homogenizalunk 200
ul ,,Buffer A”-ben (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,5% SDS) és
hékezeltiik 65 °C-on 30 percig. Ezt kovetéen 400 ul ,,LiCI/KAc Solution”-t (5 M KAc : 6 M
LiCl 1:2,5 rész ardnyban) adtunk hozza és jégen inkubaltuk 10 percig. Centrifugaltuk 15
percig és 500 ul feliiliszohoz 600 pl izopropanolt mértiink, majd Gjra centrifugaltuk az
elegyet 15 percig. A feliiluszo eltavolitasa utan a csapadékot mostuk 70%-0s etanollal, majd
széradas utan 75 pl TE pufferben oldottuk vissza. A PCR reakciokat olyan primerekkel
végeztik, amelyek alkalmasak azon deléciok detektalasara, amelyek nem érintik a
szomszédos géneket. A primerek szekvenciai a kovetkezéek voltak: Hatl.F:
ACCAGAGCGAGATGTGTCAC, Hatl.R: AGAACCTACGAGGCCCTCAA. A PCR-t
genomi DNS templaton Dream Taq DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific, TFS)
felhasznalasaval a gyarto utasitasai szerint végeztiik. A PCR program a kovetkez6 1épésekbol
allt: 1. 95 °C 3 perc; 2. 95 °C 30 mp; 3. 60 °C 30 mp; 4. 72 °C 2 perc 30 mp; 5. 72 °C 7 perc;
6.4 °C, a2 —4l1épések 35 ciklusban voltak ismételve.

111.2.2. Pontmutdns His4r transzgének és transzgenikus torzsek létrehozdasa

A pontmutans transzgének 1étrehozasahoz templatként egy His4r génszakaszt intronjaival
egylitt hordoz6 pENTR3C vektrokonstrukciot - pPENTR3C-His4r-GB — hasznaltunk. Ezt a
konstrukciot el6zdleg ugy hoztuk létre, hogy a His4r gént vad tipust wite genotipusi
egyedek genomi  DNS-én elvégzett PCR reakcioval amplifikaltuk  His4dr.gF
(GGTACCGCACACACACATGGATTAAQG) és His4r.gR
(GGTACCGGGAGAGCTAAATTTGCAG) primerekkel Q5 High-Fidelity DNS polimerazt
(New England Biolabs, NEB) hasznalva a gyartd protokollja szerint. Ezt kdvetden a
génszakaszt pJET1.2 vektorba klonoztuk CloneJET PCR cloning kit (TFS) alkalmazasaval a
gyartd javaslata szerint. A His4r gén start kodontol a stop kodon elétti kodonig terjedd
szakaszat PCR reakcioval amplifikaltuk a pJET1.2-His4r vektorrél His4r.E3C.F
(GGTACCAAAATGACTGGTCGTGGAA) és His4r. E3C.R
(GAATTCGCACCGCCAAATCCGTA) primerekkel Q5 DNS polimeraz hasznalataval. A
szekvenciat pJET1.2 vektorba inszertaltuk vissza CloneJET PCR cloning kit-tel. Ezt a
konstrukciot FastDigest Kpnl és EcoRI (TFS) restrikcios enzimekkel emésztettiik, majd a
His4r fragmentet ugyan ezen enzimekkel felnyitott pENTR3C Gateway Entry vektorba
ligaltuk, igy eléallitva a pENTR3C-His4r-GB konstrukciot.

A NEB Q5 iranyitott mutagenezishez a PCR reakciokat a gyarté javaslata szerint mértiik
Ossze, templatként a pENTR3C-His4r-GB konstrukciot hasznaltuk. Az altalunk hasznalt PCR
program:1. 98 °C 30 mp; 2. 98 °C 10 mp; 3. 58 °C — K5, 60 °C — K8, 63 °C — K12, 65 °C —
K16 30 mp; 4. 72 °C 2 perc; 5. 72 °C 7 perc; 6. 4 °C, a 2-4. 1épés 25 ciklusban ismételve. Az
alkalmazott szubsztiticiét hordozé primerek szekvenciai a kovetkezdek voltak (a kis betiivel
jelolt szekvencia részletek az érintett kodon tripletek, az alahuzott szakaszok pedig reakcioban
modositott nukleotidok):
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K5R Forward primer: TGGTCGTGGACgcGGAGGCAAAGG
K5Q Forward primer: TGGTCGTGGAcagGGAGGCAAAGG
K5 Reverse primer: GTCATTTTGGTACCGGATC

K8R Forward primer: AAAGGGAGGCCcgcGGATTGGGAAAG
K8Q Forward primer: AAAGGGAGGCcagGGATTGGGAAAG
K8 Reverse primer: CCACGACCAGTCATTTTG

K12R Forward primer: AGGATTGGGACcgcGGGGGCGCCAAG
K120Q Forward primer: AGGATTGGGAcaaGGGGGCGCCAAG
K12 Reverse primer: TTGCCTCCCTTTCCACGA

K16R Forward primer: GGGGCGCCcgcCGTCATCGTA

K16Q Forward primer: GGGGCGCCcagCGTCATCGTA

K16 Reverse primer: CCTTTCCCAATCCTTTGCC

A K5RKI2R kettds szubsztiticid 1étrehozasa ugy tortént, hogy a His4r-K12R modositott
pENTR plazmidon végeztiink késdbb egy tovabbi inverz PCR reakciot a KSR primerpéarral.

A PCR termékeket Agencourt AMPure XP gyongyokkel (Beckman Coulter) tisztitottuk,
majd Kinaz-Ligaz-Dpnl kezelésnek vetettiik ala T4 polinukleotid kinaz (TFS), T4 DNS ligaz
(TES) és Dpnl (TFS) felhasznalasaval a gyart6 javaslatai szerint. A Kinaz-Ligaz-Dpnl kezelt
tisztitott PCR mintakat E. coli DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd a tisztitott
plazmidokat EcoRI-Kpnl restrikcios endonukleaz kezeléssel teszteltik ¢és Sanger
szekvenalassal (DeltaGene, Szeged) ellendriztiik. A megfeleld klonokat pENTR3C vektorbol
Gateway LR Clonase Il Enzyme Mixel (TFS) pTWF-attB vektorba klonoztuk (modositott
pTWF Gateway destination vektor, amely tartalmazza a ¢C31 attB régiot az Nsil restrikcids
helyre klonozva). A konstrukcidkat DHS5a sejtekbe transzformaltuk, majd a koloniakbol
izolalt plazmidokbdl EcoRI-Kpnl restrikcidos endonukledzzal végzett tesztelés alapjan
megfelelének bizonyultakbél NucleoBond Xtra Midi kittel (Macherey-Nagel) embrid
injektalashoz megfeleld tisztasagl preparatumot készitettiink. A plazmidokat attP-zh86Fb II1.
kromoszomas inszercié6 dokkold helyet hordozd embridkba injektaltattuk (MTA Szegedi
Bioldgiai Kutatokdzpont, Genetikai Intézet).

111.2.3. Az integralt pontmutdans His4r transzgének szekvencia ellendrzése

A transzgenikus torzsekbdl genomi DNS-t izoldltunk E. Jay Rehm (Berkeley Drosophila
Genome Project) protokollja (Quick Fly Genomic DNA Prep.) szerint, majd a mintakon PCR
reakcidt végeztiink Dream Taq polimerazzal (TFS) a gyartd javaslata szerint a kovetkezo
primerekkel:  pTWF-SeqgF (GCAACTACTGAAATCTGCCAAGAAG), pTWF-SegR
(AAGGTTCCTTCACAAAGATCCTCT). Az altalunk hasznalt PCR program: 1. 95 °C 3
perc; 2. 95 °C 30 mp; 3. 66 °C 30 mp; 4. 72 °C 75 mp; 5. 72 °C 5 perc, 6. 4 °C, a 2-4. Iépés
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35 ciklusban ismételve. A PCR mintakat ellen6rz6 agardz gélelektroforézist kovetéen Sanger
szekvenalassal (DeltaGene, Szeged) ellendriztiik. Mindegyik szekvencia hordozta az altalunk
készitett szubsztitiiciokat.

II1.2.4. mRNS szint vizsgalata RT-qPCR-ral

RNS expresszids szint vizsgalatot végeztiink 3 napos elav-GAL4 neuronalis driverrel
indukalt His4r transzgént hordozé egyedeken, valamint Hatl expresszios vizsgalatot
végeztiink 1 napos, 3 napos, 1 hetes, 2 hetes és 6 hetes w''*® vad tipusii egyedeken. Az RNS
izolalashoz mintanként 20 db adult muslica fejet homogenizaltunk 100 pl Trizol reagensben
(Invitrogen), az RNS-t a gyartd protokollja szerint tisztitottuk, majd 20 ul DEPC kezelt vizben
oldottuk fel. Ezt kovetéen 500 ng RNS mintat DNasel enzimmel (TFS) kezeltiink a gyartoi
javaslat szerint. A 11 pl végtérfogati DNasel kezelt RNS mintakbol 9,6 pl-t felhasznalva
TagMan Reverse Transcription Reagents (TFS) és random hexamer primerek alkalmazasaval
a gyartoi protokollt kdvetve egyesszali cDNS-t 4llitottunk el6. A cDNS mintakat kvantitativ
real-time PCR (qPCR) reakciokban vizsgaltuk PikoReal RT-PCR berendezésben SensiFAST
SYBR® No-ROX Kit (Bioline) alkalmazasaval a gyartéi protokoll szerint. A cDNS
templatokbol a mérés soran 5x, 25x, 125x és 625x higitasi mintdkat hasznaltunk
kalibracioként. Az alkalmazott PCR program a kovetkez6 volt: 1. polimeraz aktivacio: 95 °C
7 perc; 2. denaturacié: 95 °C 15 mp; 3. annealing — elongacié 60 °C 60 mp; a 2-3 1épés 40
ciklusban ismétlddott. Az értékelés soran tubulin génexpressziora normalizaltuk a kapott
értekeket.

Alkalmazott expresszios primerek:
Hatl gF: GTGGTGTTACTTCTTGAGCTACG
Hatl qR: GGTAGCCAAGCCGAGTTTCT
His4r gF: TCGCGGTGTGCTAAAGGTATTC
pTWE-attB-gR: AAGGTTTCCTTCACAAAGATCCTCT
tubulin gF: TGTCGCGTGTGAAACACTTC
tubulin qR: AGCAGGCGTTTCCAATCTG

II1.2.5. RNS szekvenalas

RNS izolalas: Szinkronizalt 6-12 ¢ras w''™® és w'''®; + Hatl®” embriokbol totdl RNS
mintat készitettiink Qiagen RNeasy Plus Mini Kit-tel. A mintak tisztasagat NanoDrop ND-
1000 spektrofotométerrel, koncentracidjat Qubit RNA HS Assay Kit (TFS) alkalmazéséaval,
integritasat pedig kapillaris gélelektorforézis segitségével vizsgaltuk Agilent RNA 6000 nano
kitet hasznalva Bioanalyzer 2100 (Agilent) berendezéssel.

Szekvenald konyvtar készités és szekvendalds: A polyA szelektalt RNS szekvenald
konyvtarat 1 pg totdl RNS-bdl TruSeq RNA sample prep kit v2 (Illumina) kittel, a gyarto altal
biztositott ,low sample protocol” alkalmazédsiaval készitettik. A szekvendld konyvtar

29



validalasat és atlagos fragmenthosszisaganak ellendrzését kapillaris gélelektroforézissel,
Bioanalyzer 2100 berendezéssel és Agilent High Sensitivity DNA kit hasznélataval végeztiik.
Az atlagos fragment hosszisagot és kvantitativ. PCR-on alapulé koncentracié mérést
(NEBNext Library Quant Kit for lllumina, NEB) hasznaltuk fel a konyvtar koncentraciok
kiszdmitasdhoz. A denaturdlt konyvtarak 15 pM-os koncentraciora higitdsa utan a
szekvenalast Illumina MiSeq szekvenatorral, MiSeq Reagent Kit V3-150 hasznalataval, 2x75
bp paired-end szekvencia leolvasasok meghatarozasaval végeztiik.

A kapott eredmények értékelése: Az elsddleges adatelemzést MiSeq Control Software v2.6
/ Real-Time Analysis software v1.18.54 alkalmazasaval hajtottuk végre. A Fastq fajlok
mindségi vagasat Trimmomatic v0.33 szoftverrel paired-end modban végeztiikk, majd a
szekvencidkat TopHat2 2* programmal a dmr6.13 Drosophila melanogaster referencia
genomhoz illesztettiik. Az illesztési fajlok indexelését, rendezését és deduplikalasat SAMtools
szoftverrel tettiik meg, majd az génexpresszids analizist Cufflinks programmal % végeztiik a
PANTHER Overrepresentation Test segitségével hajtottuk végre (teszt tipus: Fisher egzakt
teszt FDR korrekcioval), GO génontologiai adatbazis felhasznalasaval a teljes Drosophila
génkészletet hasznaltuk referencia listaként.

II1.2.6. Western blot analizis

Fehérjemintak készitése embriokbol a Hatl-el kapcsolatos kisérletek soran: A legyiijtott
embriokat szonikacios pufferben (50 mM Tris-HCI pH7,9, 2 mM EDTA, 50 mM NacCl, 0,5
mM DTT, 1x PIC, 10 mM Na-butirat) homogenizaltuk, 1 mg embridhoz 7,88 ul puffert
hasznaltunk. A mintdkat szonikaltuk 4 cikluson at (30 mp szonikalas, 30 mp sziinet) magas
fokozaton Diagenode Bioruptor szonikatorral. Ezt kovetden a mintdkhoz azonos térfogatnyi
2x SDS-loading puffert adtunk és 95 °C-on 10 percig hokezeltiik dket.

Fehérjemintak készitése adult fejekbdl a His4r-el kapcsolatos kisérletek soran: A gyiijtott
allatokat lefagyasztottuk folyékony nitrogénben és vortexeltiik. A fejeket 0sszegyljtottiik és
homogenizaltuk szonikacids pufferben, 20 fejhez 25 pl puffert hasznaltunk. A mintdkhoz
azonos térfogatnyi 2x SDS-loading puffert adtunk és 95 °C-on 5 percig hékezeltiik 6ket, majd
centrifugaltuk 13.000 rpm-en 10 percig.

Tricin-SDS-PAGE: 10%-os akrilamid gélt készitettiink, melynek Osszetétele a kovetkezo:
szeparald gél: 7 ml 3x gél puffer, 7 ml 29:1 akrilamid:bis-akrilamid, 7 ml H,O, 100 pul 10%
APS, 50 ul TEMED; stacking gél: 2 ml 3x gél puffer, 1 ml 29:1 akrilamid:bis-akrilamid, 3 ml
H20, 40 pl 10% APS, 20 ul TEMED. Az éltalunk hasznalt pufferek: 3x gél puffer (3 M Tris,
1 M HCI, 0,3% SDS, pH8,45 beallitasa 0,33 M HCl-el), 10x anod pufter (1 M Tris, 0,225 M
HCI), 10x katod puffer (1 M Tris, 1 M Tricin, 1% SDS). Az elektroforézis soran 15-30 pg
fehérje mintat vittiik fel atlagosan.

A blottolast nitrocelluloz membranra (GE Healthcare Life Scieneces) végeztiik 40 V-0s
fesziiltség alkalmazdsaval 2 oran keresztiil 4 °C-on. A blottolashoz hasznalt transzfer puffer
Osszetétele a kovetkez6: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,01% SDS, 850 ml H,0, 15% metanol.
A blottolast kovetéen a membranokat 5%-0s tejporban (tejpor 1x TBST-ben feloldva — 5 mM
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Tris, 15 mM NacCl, 7,4 pH, 0,05% Tween-20) blokkoltuk 4 °C-on éjszakan at vagy szobahdn
minimum 1 6ran keresztiil.

A membranokat 1%-os tejport tartalmazd 1x TBST-ben higitott ellenanyagokkal
inkubaltuk. Az elsédleges ellenanyagok a kdvetkezdek voltak: anti-FLAG (M2 Cell Signaling
Tech, 2368, 1:5000), anti-H3 (Abcam, ab1791, 1:4000), anti-H4K5ac (Abcam, ab61236,
1:500), anti-H4K8ac (Abcam, ab15823, 1:1000), anti-H4K12ac (Abcam, ab61238, 1:1000),
anti-H3K18ac (Abcam, ab1191, 1:500), anti-H3K23ac (Abcam, ab47813, 1:1000). Ezeket 1-2
oran keresztiil szobahén vagy 4 °C-on éjszakan at alkalmaztuk. Az elsédleges ellenanyaggal
torténd inkubacio utan 1x TBST-ben mostuk a membrant 4-szer 10 percig, majd rahelyeztiik a
masodlagos ellenanyagot. Ezek a kovetkezéek voltak: GAR-HRP (Dako) 1:4000-10000,
RAM-HRP (Dako) 1:5000. A méasodlagos ellenanyaggal 1-1,5 6rat inkubaltuk a membrant
szobah6n, majd ismét mostuk 4-szer 10 pericg 1x TBST-ben.

Az el8hivast MILLIPORE Immobilon™ Western HRP szubsztrat hasznélataval végeztiik a
gyartd utasitisa szerint. A hivashoz C-DiGit Blot Scanner-t hasznaltunk és a jelintenzitas
értékeket a C-DiGit programmal hataroztuk meg.

A jelintenzitas értékek Osszesitése soran elszor a technikai replikdtumoknak vettiik az
atlagat, majd az egyes bioldgiai replikdtumokat atlagoltuk. A diagramokon ezek szoérasa
lathato feltiintetve. A H4K5ac vizsgalata soran minimum 4 bioldgiai replikatumot vizsgaltunk
genotipusonként, az estek tobbségében 2 technikai ismétléssel (1-3 technikai replikatum). A
H4K12ac esetén genotipusonként 3 biologiai replikdtumot vizsgaltunk atlagosan 2 technikai
ismétléssel (1-3 technikai replikdtum). A H4K8ac vizsgalatanak eredményei 4 bioldgiai
replikdtum egy kisérleti értékeibdl szarmaznak. A H3KI18 ¢és H3K23ac mérése
genotipusonként 3 bioldgiai replikatumon tortént 4 technikai ismétléssel. Az egyes western
blot kisérletek soran hasznalt embriok mennyisége 0,6-0,9 mg volt mintanként. A His4r
fehérje expresszios vizsgalatok soran 3 bioldgiai replikatumot vizsgaltunk genotipusonként 2
technikai ismétléssel. A western blot kisérletekben egyszerre felvitt minta mennyisége 4 adult
muslica fejnek felel meg.

111.2.7. Larvalis nyalmirigyek immunfestése

Véandorlo L3-as stadiumu larvdk nyalmirigyét boncoltuk ki fixaldo oldatban (4%
formaldehid PBS-ben). A kiboncolt szdveteket athelyeztiik tobb lyuku plate-be és tovabbi 20
percig fixaltuk. A mintdkat 3-szor 10 percig mostuk 400 pul PBS-ben, majd 1 6ran at
permeabilizaltuk 400 pl 0,5% Triton X-100-at tartalmazé PBS-ben. 45 percig blokkoltunk
400 pl 5% BSA-t tartalmazé PBST-ben (0,1% TWEEN-20 PBS-ben), majd 300 pul 1% BSA-t
tartalmaz6 PBST-ben 1:750 aranyban higitott o-FLAG M2 (F3165, Sigma) elsddleges
ellenanyagot mértiink a mintdkra és ¢jszakan at inkubaltuk o6ket 4 °C-on himbéan. Ezt
kovetden 6-szor 10 percig mostuk a szoveteket 600 pl PBST-ben, majd ramértiink 300 pl 1%
BSA-t tartalmazé6 PBST-ben 1:1500 aranyban higitott GAM-Alexa Fluor488 masodlagos
ellenanyagot (R37120, TFS), amellyel 1,5 6ran at inkubaltuk szobahén himban (letakarva).
Ezt kovetden ismét mostuk 4-szer 10 percig 600 ul PBST-ben, majd DAPI festéshez
ramértiink 600 pl, 2500x higitasa PBST-ben oldott DAPI-t 10 percre, amit 10 perc mosas
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kovetett 600 ul PBST-ben. 1 6rat inkubaltuk a mintdkat himban szobahén 600 pl 30%
glicerint tartalmaz6 PBS-ben, majd 87%-os glicerinben preparaltuk 6ket. Fluoromontban
helyeztiik targylemezre a szoveteket, melyekrdl a fotokat Olympus BX51 és Olympus FV10i
Confocal Laser Scanning mikroszkdppal készitettiik.
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IV. Eredmények

IV.1. A Drosophila Hatl altalanos jellemzése és funkciojanak vizsgalata a
Huntington-kér patogenezisében

Drosophila melanogasterben a CG2051, vagy Hatl, egy citoplazmatikus hiszton
acetiltranszferazt kodold génként ismert. A harmadik kromoszoman a 83C4 citologiai
pozicioban talalhatd, mérete 2048 bp. Human ortologja a Hatl. Muslicaban ez az egyetlen
eddig azonositott H4 specifikus katalitikus aktivitassal rendelkezd citoplazmatikus hiszton
acetiltranszferaz enzim.

1IV.1.1. Hatl delécios mutins eléallitasa

A Hatl gén funkcidjanak vizsgalatdhoz a P{EPgy2}Hat1¥"****" transzpozon inszercios

Drosophila torzsbél kiindulva P-elem remobilizalassal Hatl deléciés mutanst allitottunk eld.
A P{EPgy2}Hat1%"*" inszerci6 a Hatl elsé intronjaban, a 3R:5.789.135 genomi poziciéban
lokalizalodik. A P-elem inszercids torzs térzs mini-white (W'™) és mini-yellow (y"™™P™?)
lathatd markereket hordoz, tovabba tartalmaz egy Scer/UAS kotdhelyet Scer/GAL4
transzkripcids regulator altali indukélhat6 expresszidt biztositva. A torzs életképes és fertilis.
A P-elem remobilizalast A2-3 transzpozaz forrassal végeztiik és a transzpozon altal hordozott
dominans mini-white marker elvesztésére szelektaltunk a revertans vonalak azonositasahoz. A
revertans vonalakat ezt kovetden PCR-ral teszteltiik. A Hatl-et érint6 deléciok azonositasahoz
olyan primereket terveztiink, amelyek kozrefogjak a Hatl kodolé szekvenciajat, de a Hatl-et
hatarold géneket nem érintik (a primerek az Anyagok és modszerek fejezetben talalhatoak).
226 revertans vonalat teszteltiink, melyek koziil 5 hordozott deléciot. Ezek koziil az 57-es
szamu (Hat1*") bizonyult a legnagyobb méretiinek (3. abra).

A Hat1?®’ térzs szekvenalasa soran kideriilt, hogy a delécié a kodold régié mintegy 80%-at
érinti, benne a katalitikus aktivitasért felelds acetiltranszferaz domént is. A 2048 bp-os génbdl
1409 bp deletalodott, ez a 3R:5.787.709 — 5.789.127 genomi régiot jelenti. A kisérleteink
kontrolljaként kivalasztottunk egy preciz revertans torzset is (amelyben a P-elem kiugrasa
nem idézett eld deléciot), melynek szekvencidjat kapillaris szekvendldssal szintén
ellenériztik. A Hat1"®'® revertansban a P-elem kivagodasa soran nem tavolitott el
génszakaszt a Hatl génbdl, azonban mintegy 20 bazispar hatra maradt a transzpozonbdl, ami
feltehetleg nem okoz zavart a gén expressziojaban és funkcidjaban. (A delécidés mutans
esetén nem talaltunk hatra hagyott P-elem darabot.)
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3. 4bra. Delécié létrehozasa a Hatl génben P-elem remobilizacioval. (A). w'*® (Hatl-
re nézve vad-tipus) torzsb6l, egy a P-elem remobilizaciobol szarmazo preciz
revertansbol (HathEV174), Hat1?®" delécios mutansbol, valamint a Hat152%%" inszerciot
hordoz6 torzsbdl izolalt genomi DNS mintan végzett Hatl specifikus PCR reakciok
termékei lathatoak. A P{EPgy2}Hat1®"%%%" clemet hordozo térzson végzett PCR soran
nem keletkezett termék a transzpozon tul nagy mérete miatt, mig a Hat1®" delécios
mutanson végzett PCR terméke jol lathatéan mintegy 1500 bp-al rovidebb a wH® vad
tipusu, illetve a Hat1REV™ preciz revertans egyedeken végzett PCR reakciok termékeinél.
(B) A Hat1”®" delécio genomi kiterjedését (sziirke kiemelés) mutatd sematikus 4bra.

IV.1.2. A Hatl H4KS5 és K12 specifikus acetiltranszferdz aktivitissal rendelkezik

Annak megallapitasara, hogy a Drosophila Hatl human ortologjahoz hasonl6 funkciot tolt-
e be a hiszton fehérjék acetilalasaban, western blot kisérleteket végeztiink. A kisérlethez
da-GAL4 > Hat1"%'%%" _ Hat1 taltermeld, Hat1”® homozigéta, valamint kontrollként w***® 0-
6 oOras embriokbol készitettiink fehérjemintat, ugyanis génexpresszios adatok alapjan az
egyedfejlédés soran ekkor a legerdsebb a Hatl gén expresszioja 288

A western blot kisérletekhez anti-H4K5ac ¢és anti-H4K12ac elsédleges ellenanyagot
hasznaltunk, mivel ezek az acetilacios mddositasok kothetdek elsddlegesen a Hatl hiszton
acetiltranszferaz ortoldogokhoz. Bemérési kontrollként anti-H3 ellenanyagot hasznaltunk. A
western blot kisérletek jelintenzitasainak értékeit kvatifikaltuk és normalizaltuk a H3 loading
kontroll szintjére. A kisérlet soran H4K5ac és H4K12ac jel volt detektalhaté a vad tipust
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W

és az Hatl taltermeld mintakban, viszont a Hat1”®" mutasban nem, vagy csak nagyon kis

mértékben. A deléciés mutansban mért értékek mindkét esetben szignifikansan kevesebbnek
bizonyultak a w'**® kontrollban jelen 16v6nél (H4K5ac t-proba: P=2,88x10°, H4K12ac t-
proba: P=7,265x10") (4-5. 4bra).

H3 értékre normalizalt H4K5ac

wlli8  Haqt1457 Hatl OF wlli8  Haqt1457 Hatl OF
- @  HaKsac o &N HiK12ac
- e g, H3 o o a

4. abra. A Hatl H4KS és H4K12 acetilacios aktivitassal rendelkezik. Reprezentativ
western blot képek w8 Hat1®®" ¢s Hatl tultermeld (overexpresszios - OE) 0-6 Orés
embrio mintakrol. A Hatl delécid hatasara a H4 K5 és K12 acetilacio csaknem eltiinik a
Drosophila embriokbol.
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5. abra. A Hatl felelés az embrionalis H4K5 és H4K12 acetilacio donto részéért.
Western blot kisérlet w*'8, Hat1?®" és Hatl tultermeld (overexpresszios - OE) 0-6 oras
embrio mintakon. H4K5ac (A) és H4Kl12ac (B) jelintenzitas értékek Osszesitésének
abrazolasa lathaté H3 értékre normalizalva. A diagramokon hibasavként szoras lathatd
feltlintetve. A statisztikai értékelés Student t-probaval tortént, ahol a **: P-érték < 0,01,
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*** P-érték < 0,001. A western blot kisérletek eredményeinek Gsszesitése alapjan a Hatl
deléci6 hatdsara az embrionalisan jelen 1évé H4KS és H4K12 acetilacio szignifikdnsan
kevebb a vad tipusban taldlhatondl, a Hatl taltermelése viszont nem eredményez
megemelkedett acetilacids szintet.

Annak megéllapitasara, hogy a Hatl ortologokra jellemzd H4 acetilacios aktivitdson kiviil
a Hatl mas pozicioban is acetildlja-e a H4-es hiszton fehérjét, megvizsgaltuk a H4K8
acetilacios szintet is Hatl®’ és w''® vad tipusu egyedeken. A western blot kisérlet a
varakozasainknak megfelel6 eredményt adott, a H4K8 acetilacié mértékét a Hatl delécié nem
befolyasolja, vagyis ilyen katalitikus aktivitassal nem rendelkezik (6. abra).
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6. abra. A Hatl mutinsban nem valtozik a H4KS8 acetilaci6 mértéke. (A)
Reprezentativ western blot kép w''*® és Hat1* 0-6 6ras embrié mintakrol. (B) A western
blot H4K8ac jelintenzitas értékek Osszesitésének abrazolasa. A diagramon hibasavként
szoras lathato feltiintetve. A Hatl delécio hatdsara a H4K8ac szint nem véaltozott
szignifikdns mértékben a korai embriokban, tehat a Hatl katalitikus aktivitasa

specifikusnak tlinik a H4KS5 és H4K 12 poziciokra.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a Hatl felelés a H4KS és H4K12 acetilacio
donté részéért Drosophila embrioban. Katalitikus aktivitasa specifikusnak tiinik erre a két
pozicidra, ugyanis a H4K8 acetilacé szintjében a Hatl”®’ embriokban nem tortént valtozas a
vad tipusti embridkhoz képest.

Megvizsgaltuk a Hatl delécio hatasat a H3 hisztonon megjelend acetilaciéra is, ugyanis
irodalmi adatok " alapjan egér embrionalis fibroblaszt sejtekben a Hatl hianya befolyasolta
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a H3 hiszton acetilaltsagi allapotat is. Kisérletiink soran a H3KI18 ¢és H3K23 poziciok
acetilaciojat teszteltiik (7-8. abra).

W1118 HatlAS? W1118 Hat1A57

S s H3K18ac s @S 31235
- - e

7. abra. A Hatl delécié csokkent H3K18 acetilaciohoz vezet. Reprezentativ western
blot képek w8 és Hat1?®’ 0-6 oras embrio mintakrol. A Hatl delécids embridk cskkent
H3K18ac szintet mutatnak a w''*® vad tipusti embriokhoz képest, mig a H3K23ac szint
valtozatlan marad.
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8. abra. A Hatl delécié hatassal van a H3 hisztonon megjelené acetilaciéra. Western
blot kisérlet w8 és Hat1”®” 0-6 6ras embrié mintakon. A H3K18ac (A) és H3K23ac (B)
jelintenzitas értékek Osszesitésének abrazolasa lathatdé H3 értékre normalizalva. A
diagramokon hibasavként szoras lathatod feltiintetve. A statisztikai értékelés Student t-
probaval tortént, ahol a *: P-érték < 0,05. A H3K18ac szignifikansan lecsokken a Hatl
delécios embridkban a vad tipusu w*® kontrollhoz képest, mig a H3K23ac szintben nem
talalhato eltérés.
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A H3K23 acetilacios szintben nem volt szignifikdns kiilonbség, azonban a H3K18
acetilacio szintje szignifikans csokkenést mutatott delécios mutans embridokban a vad tipushoz
képest (t-proba: P=1,61x107).

IV.1.3. K5 és K12 acetilacio hianyanak hatdsa a His4r sejtmagi lokalizdciojara

Az ujonnan szintetizdlédott H4 hiszton fehérjék a citoplazméaban acetildlodnak az N-
terminalis 5-0s és 12-es lizinjiikkon, amely modositasok feltételezhetéen a sejtmagi
transzportban is szerepet jatszhatnak. Tekintve, hogy a Hatl delécio hatasara szinte eltlinik a
H4 K5 és K12 acetilacié a korai embriokbol, viszont mégsem letalis, valdszintsithetd, hogy a
H4-es hiszton ezen moddositasok hidnyéban is képes bejutni a sejtmagba.

Ennek igazolédséara létrehoztunk egy olyan transzgenikus torzset, amely egy indukalhato
FLAG-tag-gel jelolt His4r konstrukciot hordoz (mivel a His4r aminosav szekvenciaja azonos
a kanonikus H4 hisztonéval, ezért megkiilonboztetésiik a peptid tag hozzaadasaval
lehetséges), amely igy nyomon kovethetdé Hatl homozigéta delécids hattéren. Tovabba
létrehoztunk egy szintén indukalhato K5R és KI12R dupla moddositast hordozo His4r gént
tartalmaz6 konstrukcioval ellatott transzgenikus torzset is, ahol lizin-arginin cserével
lehetetlenné tettilk az acetilaciot ezekben az pozicidkban, tehat moddositatlan lizineket
mimikaltunk a Hatl targetjeinek szdmito 5-0s és 12-es poziciokban.

Ezt kovetden FLAG specifikus ellenanyaggal végzett larvalis nyalmirigy immunfestéssel
vizsgaltuk az acetildlatlan His4r fehérjék lokalizaciojat egyrészt vad tipusu Hisdr-t Hatl
delécios hattéren expresszalé (Hisdr-GB Hatl”®"), masrészt acetilalhatatlan His4r-t (His4r-
K5RK12R) expresszalo larvalis nyalmirigy sejtekben, amelyeket kontrollként vad tipust
His4r-t vad tipusu hattéren expreszald (His4r-GB) nyalmirigy sejtekhez hasonlitottunk. A vad
tipusu kontroll és a két mutans kategéria esetén egyarant sejtmagi lokalizacidt mutat a His4r
fehérje. Tehat a H4 K5 és K12 acetilacios modositasok nem nélkiilozhetetlenek a nuklearis
transzporthoz (9. abra).
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9. abra. A H4-K5K12 acetilaciéo nem sziikséges a nuklearis importhoz. Konfokalis
mikroszkoppal készitett fotok vad tipusu His4r transzgént expresszald (hs-GAL4/+; UAS-
His4r-GB/+), homozigota Hat1®’ hattéren vad tipusa His4r transzgént kifejezd
(hs-GALA4/+; UAS-His4r-GB / Hat1”"), valamint His4r-K5RK12R transzgént expresszalo
(hs-GAL4/+; UAS-His4r-K5RK12R/+) L3-as larvak nyalmirigyérdl anti-FLAG antitest
festéssel (zold). DAPI festéssel (kék) lathatoak a sejtmagok. A DAPI és FLAG festés
teljesen atfed egymassal, vagyis a His4r transzgenikus fehérjék minden genotipusban

sejtmagi lokalizaciot mutatnak.

IV.1.4. A Hatl delécio csokkent életképességet és élettartamot eredményez

A Hatl deléciot hordozo allatokbdl sikeriilt homozigota torzset 1étrehozni, tehat a delécid
homozigdta formaban életképes és fertilis. Azonban tesztelni kivantuk, hogy a gén hianya
nem okoz-e csokkent életképességet.

A kérdés megvalaszolasdhoz homozigota Hatl®’ allatokat kereszteztiink pX86Fb (a
harmadik kromoszéméan markerelt, a Hatl génre nézve vad tipusu) muslicdkhoz ¢és a
heterozigéta him utdédokat visszakereszteztiik homozigdta delécidos ndstényekhez. A
keresztezésbdl szarmazéd Hatl”® homozigota és heterozigbta utodok kikelési aranyat
hasonlitottuk 0ssze szemsziniik alapjan. A kisérlet kontrolljaként ugyanezt a keresztezési
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sémat elvégeztiik a Hat1REV® preciz revertans vonallal is. A kikelési aranyok széazalékos
megoszlasat vizsgaltuk kiilon ndstények és himek esetén (10. abra).

A B
45 - 45
T
\2 40 1% 40
b N
a 35 2 35
o &0
w m
£ 30 £ 30
a 8
~ £
T 25 . 25 —
© W nosteny © W néstény
N : (T
5 20 it ™ 20 - mhim
~ 4
2 g5 - S 15 - -
2 5
§ 10 - v 1p L
- £
g 2
-i 5 1 ~ 5 b *
0+ — B 0 + — .
homozigéta heterozigéta homozigéta heterozigota
Hat1457 Hat1REV16

10. abra. A Hatl delécié csokkenti az életképességet. Homozigéta és heterozigdta
Hat1?" delécios (A) és Hatl"FV*® revertans (B) allatok kikelési aranya. A diagramokon
hibasavként szoras lathato feltiintetve. A statisztikai értékelés Student t-probaval tortént,
ahol a ***: P-¢értek < 10™. A Hatl®’ deléciora heterozigbta és homozigota egyedeknél
egyarant nagyobb aranyban keltek ndstény utédok, mint himek, azonban a deléciora
homozigdta utéodok kikelési aranya szignifikansan kevesebbnek bizonyult a
heterozigotakénal, mind a himek, mind a ndéstények esetén. A Hat1REV1e preciz revertans
esetén a kikelési aranyokban nem volt eltérés.

A kisérletekbdl egyértelmiien kideriil, hogy a Hatl delécio ront az egyedek életképességén.
A Hatl®®" deléciora homozigota utdodok kikelési ardanya mind ndstények (t-proba: P =
1,593x10°°), mind himek (t-proba: P = 1,186x10°) esetén szignifikdnsan lecsokkent a
deléciora heterozgotakhoz képest, mig a Hat1REV1® preciz revertans esetén nincs szignifikans

kiilonbség a kikelési aranyokban.

A Hatl delécio okozta életképességben bekovetkezett csokkenés hatasara kivancsiak
voltunk, vajon az ¢lettartamban is tapasztalhatd-e valtozas a preciz revertanshoz képest. Az
élettartam vizsgalatot Hatl®’ és Hat1"®"*® homozigota egyedeken végeztiik. Az élettartam
gorbék eltérései a ndstények esetén a 25, 50, 75 és 90%-os mortalitasi értéknél egyarant (P-
értek: 25% - 0,0001, 50% - 0,000022, 75% - 0,0002, 90% - 0,0008), himeknél pedig a 90%-0S
érték kivételével (P-érték: 25% - 5,7%10°, 50% - 4,810, 75% - 0,0001, 90% - 0,1198)
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szignifikansnak bizonyultak (11. abra és 1. tablazat). Eredményeink alapjan tehat a Hatl
delécid nem csak az életképességre, hanem az élettartamra is szignifikdnsan negativ hatassal
van.

— Hat1REVI6 ngstény

= Hat1%°7 ngstény

A tulélé egyedek szazalékos

kiindulas

— Hat1REVI6 him

~— Hat1%7 him

A tulélé egyedek szazalékos

- S S C

kiind

11. abra. A Hatl delécié csokkent élettartamot okoz. Hatl”®’ ¢s Hat1™5V'® egyedek
¢lettartam gorbéi szazalékos értékeket feltiintetve, ndstényeket és himeket kiilon-kiilon
abrazolva lathatoak. Az élettartam gorbék lefutasaban szignifikans kiilonbségek lathatoak
a delécids mutansok és a revertans kontroll kozott a ndstényeknél és a himeknél egyarant
Log-Rank Teszt alapjan a kiilonbség szignifikancia értéke ndstények esetén P = 1,5 107,
himek esetén P = 1,9x10™".

- T oL T o s oL s oL
Osszehasonlitott genotipusok 5 ertek_2§A, 0s » ertek_59 %o 0s > ertek.7'5/o 0s » ertek.99 %o 0s
mortalitasnal mortalitasnal mortalitasnal mortalitasnal
Hat1%”v.s. Hat1"®'*® néstény 0,0001 0,000022 0,0002 0,0008
Hat1%%7v.s. Hat1%€"%® him 57+10"° 484107 0,0001 0,1198

1. tablazat. A Hatl?® és Hat1"®V'® egyedek meghatirozott mortalitasi aranyaihoz
tartozo szignifikancia értékek. A himek és ndstények adatai kiilon-kiilon keriiltek
értékelésre. Piros szinnel kiemelve lathatdak a szignifikéns eltérések. Az értékelés Mann
Whitney U Teszttel tortént.
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A himeknél a 90%-os mortalitasi értéknél nem volt szignifikans az eltérés a Hat1REV1e
kontroll és a Hat1®’ deléciés egyedek kozott, azonban a tobbi mortalitasi értéknél nagyobb
mértékil és szignifikansabb kiillonbségeket figyelhetiink meg, mint a ndstények esetén.

IV.1.5. A Hatl nem sziikséges a fertilitishoz, de a tultermelése ndostényekben megnéveli a
lerakott peték szamat

A gén a reproduktiv szervekben mutatja a legmagasabb expresszidos szintet a
modeENCODE szovetexpresszids adatok szerint 2, ezért fekunditas tesztet végeztiink az
allatok termékenységének vizsgalatara. A kisérlet soran Hatl®" mutans és da-GAL4 >
Hat15'%*%" _ Hat1 tultermeld allatokat, kontrollként pedig Hat1"V*® preciz revertans torzset
hasznaltunk. Mind a harom kategoriabol sziiz ndstényeket w''® vad tipust himekkel
kereszteztliink, majd meghataroztuk a 24 ora alatt lerakott peték szamat. A 24 oras petézések
eredményét atlagoltuk egy ndstényre (12. abra). Az eredményekbdl az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy a Hatl hianya nincs hatassal a fekunditasra, viszont tultermelése esetén
szignifikansan (t-proba: P = 8,92x10°) megemelkedik a lerakott peték szama.
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12. abra. A Hatl taltermelése esetén megemelkedik a néstények altal rakott peték
mennyisége. Fekunditas teszt a Hat1"®"*®, a Hat1?®’ és Hatl taltermeld (overexpresszalo
- OE) néstényeken. Az eredmények 5 nap Osszevont atlagabol szarmaznak a harom
vizsgalt kategoriara és az egy nOstény altal egy nap alatt lerakott peték szamat abrazolja.
A diagramokon hibasavként szoras lathato feltiintetve. A statisztikai értékelés Student t-
probaval tortént, ahol a ***: P-érték < 107, Mig a Hatl delécié szemmel lathatdoan nem
volt kiilonosebb hatdssal a ndstények fekunditasara, addig a taltermelése szignifikansan
novelte a lerakott peték szamat.
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IV.1.6. A Hatl gén neuronadlis kifejezodésének vizsgalata az oregedés sordn

Mivel egyes hiszton acetiltranszferazok aktivitasardl bizonyitott, hogy szerepet jatszanak
az Oregedés ¢s a neurodegeneracio folyamataban 290 195 52y ivancsiak voltunk, hogy az
oregedés soran valtozik-e a Hatl transzkripcios aktivitdsa az idegsejtekben. A vizsgalathoz a
Hatl-re nézve vad tipusa W' muslica 6regedési soron (1 napos, 3 napos, 1 hetes, 2 hetes és
6 hetes), fejekbdl izolalt RNS-bdl készitettiink cDNS mintat, majd ezeken expressziés mérést
végeztiink qPCR-al Hatl specifikus primerekkel. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy
kozvetleniil a kikelést kovetéen a Hatl transzkriptum mennyisége jelentésen megemelkedik,
nagyjabol a kétszeresére, majd ebben a transzkriptum mennyiségben ezt kovetden az dregedés
els6 6 hete soran nem kovetkezik be szignifikans valtozas (13. abra).
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13. abra. A Hatl mRNS neuronadlis szintje egyenletes az oOregedés soran. Hatl
neuronalis expresszid vizsgalata RT-qPCR-ral w8 vad tipusti muslica 6regedési soron
tubulin szintre normalizalva. A diagramokon hibasavként szoras lathato feltiintetve. A
Hatl expresszios szintje az 1. nap utan megemelkedik, de ezt kdvetden egy viszonylag
allando értéket mutat az 6regedés elso 6 hete soran.

IV.1.7. A Hatl gén deléciojanak hatdisa a napi aktivitisra és cirkadidn ritmusra

A hiszton acetitranszferazok nem megfeleld miikddése esetén fellépd neurodegenerativ
folyamatok egyik tiinete a cirkadian ritmus zavarok megjelenése. ** *? Kivancsiak voltunk,
vajon a foként citoplazmatikus Hatl enzim befolyasolja-e a cirkadian ritmust és napi motoros
aktivitast. Ennek megvalaszolasara egy hetes him Hat1%*’ egyedeken végeztiink vizsgalatot,
kontrollként Hatl"®V'® preciz revertans torzset hasznaltunk. A vizsgilatokat DAM-2
Drosophila aktivitdas monitorral (TriKinetics Inc, Waltham, MA USA) végeztiikk, amely
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infravoros sugar segitségével érzékeli a detektor el6tt elhalado allatokat. Az eredmények azt
mutatjik, hogy a Hat1? deléciés mutans egyedek cirkadian ritmusaban nem kovetkezik be
lényeges valtozas, azonban Kis (statisztikailag nem szignifikdns) mértékben csokkent
aktivitast és emelkedett alvds mennyiséget mutatnak a Hatl"®'*® revertans kontroll
egyedekhez képest (14-15. abra).
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14. abra. A Hatl deléci6 nincs hatassal az egyedek cirkadian ritmusara. Az abran o6t
napon keresztlil lathatd a vizsgalt egyedek aktivitasa. A mérés 12-12 oras fény-sotét
megvilagitasban tortént, ahol reggel 8 oratdl este 8 oraig tartott a megvilagitas. Feketével
abrazolva lathato a Hat1®EV1° preciz revertans kontroll muslicak aktivitasi gorbéje, mig
kékkel jelolve a Hatl®™’ delécios mutansoké. Az 4bran az alvassal toltott id6
mennyiségek lathatoak 30 perces periodusokban abrazolva. Mikor reggel 8 orakor
felkapcsol a vilagitas az allatok egy iddre felébrednek, illetve eldtte €s utana is viszonylag
¢berebbek. Este 8 oranal, mikor a lampak lekapcsolnak szintén ez figyelhetd meg. Az
alvassal és ébren toltott idoszakok lefutdsa a Hatl delécids egyedek esetén nem mutat
jelentds eltérést a revertans kontrollhoz képest.
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15. abra. A Hatl hianyanak a napi aktivitasra és alvasra gyakorolt hatasa. (A) A
Hat1?®" ¢s Hat1"EV1° egyedek percenkénti aktivitasa lathatd Gsszesitve, amelybdl lathato,
hogy a deléciés mutansok valamelyest kevésbé aktivak. (B) A Hatl®’ és Hat1REV1e
egyedek naponta alvassal toltott ideje 1athatod percben 0sszesitve, amely alapjan a delécios
mutansok atlagosan tobb idét toltenek alvassal. (C) A Hatl®’ és Hatl"FV*® egyedek
alvasi epizédumait abrazolja egy napra atlagolva, amelybdl kideriil, hogy a delécios
mutansok nem csak tobb 1d6t toltenek alvassal, de az alvasi epizodumaik szama is tobb
naponta a revertans kontroll egyedekhez képest. A diagramokon a box a 25. és 75.
percentilis értéket, valamint a medidn értéket jeldli, a hibasavok a 10. és 90. percentilis
értékeket mutatjak, tovabba pontokként lathatoak az ezen kiviil es6 adatpontok.

IV.1.8. Kromatin szervezodésre gyakorolt hatds vizsgdlata PEV analizissel

Mivel a hiszton acetiltranszferazok elsdsorban a hiszton fehérjék poszttranszlacios
modositasaban vesznek részt, ezért azok kromatinba épiilésére is hatassal lehetnek, vagyis
kromatin szervezd funkciojuk lehet. Ennek vizsgalatara a pozicié effektus variegacio (PEV)
jelenségét hasznaltuk fel. Ehhez egy olyan torzset (W™") hasznaltunk, amelyben a w szemszin
gén heterokromatikus kornyezet kozelébe van helyezve. Ha a heterokromatin raterjed a w
génre, az allatok mozaikos szemében fehér foltok jelennek meg, mig ha a w eukromatikus
kérnyezetben marad, akkor a szemben a piros szin dominal. A Hat1?®’ torzsbél him egyedeket
kereszteztiink w™" sziiz ndstényekhez és az utddok szemszinén vizsgaltuk a valtozasokat a
szem pigment tartalmanak fotometralasaval. Kontrollként Hatl®®V*® preciz revertanst
hasznaltunk szintén w™" sziiz nstényekhez keresztezve.

A Hat1®" deléciot hordozo ndstény utdédok szemszine szignifikansan sététebb lett, mint a
Hat1?EV® allét hordozo kontrollé, mig a delécios himek szemszine megegyezik a kontolléval
(t-proba: néstények estén P = 1,62x10™; himeknél P = 0,694). Az alabbi eredmények alapjan

45



crer

visszahuzddott, vagyis a gén részt vehet a zart kromatin szerkezet kialakitasaban és/vagy
fenntartasaban (16-17. abra).

16. abra. A Hatl hatassal van a kromatin nyitottsagra. A PEV szemszinre gyakorolt
hatésat szemléltet6 fotd, a képen W™ +; Hat1REV6/+ (feliil) és w™"w; +; Hat1%/+
(alul) genotipust egyedek mozaikos szeme lathatd. Hatl delécio hatasara az egyedek
szeme sOtétebb szinii a kontrollnal.
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17. abra. A Hatl PEV szupresszor hatasu ndstényekben. PEV vizsgalat W™ +;
Hat1®/+, w™"Y; +; Hat1®/+ valamint w™Yw; +; Hatl®™%+ w™"y; +;
Hat1®¥V*®/+ genotipusii egyedeken szem pigment fotometrias méréssel 485 nm-es
hullamhosszon, a néstényeket (A) és himeket (B) kiilon-kiilon Osszehasonlitva. A
diagramokon hibasavként szoras lathatd feltiintetve. A statisztikai értékelés Student t-
probaval tortént, ahol a ***: P <0,001. A himek esetén nem lathatd eltérés, azonban a
ndstények szemszine sotétebb volt a Hatl deléciot hordozo egyedek esetén a revertans
allélt hordoz6 kontrollnal. Vagyis a delécid hatasara a kromatin nyitottabba valt.
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IV.1.9. A Hatl delécio transzkriptomikai hatasanak vizsgalata

Tekintve, hogy a PEV teszt sordn azt az eredményt kaptuk, hogy a Hatl szerepet jatszhat a
kromatin szervezddésben, kivancsiak voltunk, hogy milyen hatasassal van a génkifejezodésre
¢s milyen tipusi gének expresszidjat befolyasolja. Ennek megallapitasara polyA-RNS
szekvenalast végeztink Hatl®™’ és w'™® vad tipusa 6-12 6ras embrid mintdkon. Az
eredményekbdl megallapitottuk, hogy 2137 gén expressziés mintazata valtozott meg
szignifikansan Hatl delécid hatasara. Ezen expresszids valtozasok 2/3-a génexpresszio
novekedést (upregulaciot), 1/3-a pedig génexpresszié csokkenést (downregulaciot) mutatott.

Tovabbi elemzés ald vetve a valtozast mutaté géneket, Osszahasonlitottuk azokat a
modENCODE fejlédési RNS expresszios adatokkal. ?*2 9 Ennek soran azt talaltuk, hogy a
delécios mutansban emelkedett expressziot mutatd (upregulalodott) gének dontd része vad
tipus embriokban egy a vizsgalt 6-12 o6ras fejlédési periddusnal korabbi embrionalis
stddiumban mutat magasabb expressziot, mig a vad tipushoz képest alacsonyabb expressziot
mutatd (downregulalodott) gének jelentds tobbsége korabbi embrionalis stadium soran
alacsonyabb szinten expresszalodik. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy Hatl delécio hatasara
egy fejlédési késés kovetkezik be az embriokban (18. abra).
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18. abra. A Hatl delécio fejlodési késést okoz embrikban. A 6-12 6ras Hat1®’ és
w1 vad tipusu embriock RNS szekvenalds eredményeinek Osszesitése Osszevetve a
modENCODE RNS-seq adatokkal. 2%* %° A boxplot az adott géncsoportnak vad tipusi
allatokban mért medidnjat valamint elsd és harmadik kvartilisét mutatja az embrionalis
fejlodés soran. A Hatl mutansban emelkedett expressziot (upregulaciot) mutatd gének
(A) esetén lathatjuk, hogy a vad tipusu embriokban a vizsgaltnal korabbi embrionalis
stadiumban mutatnak magasabb expresszios szintet, mig a deléciés mutansban csokkent
expressziot mutatd (downregulalddott) gének (B) korabbi embrionalis stadium soran
expresszalodnak alacsonyabb szinten. Ez alapjan a Hatl”” embridk a valés koruknal

fiatalabbnak tlinnek, ami egy fejlddésbeli csuszassal magyarazhato.

A génexpresszids valtozasok 83%-a az embriondlis transzkripcios program késésére

vezethetd vissza. Azonban sikeriilt azonositanunk 370 gént, melyek expresszios valtozasa
nem magyarazhatdé ezzel a fejlédésbeli csuszassal. Ezen gének molekularis funkcidjukat
tekintve jelentds részben nukleinsav kotésben, illetve transzkripcios faktor aktivitdsban
jatszanak szerepet (19. abra).
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19. abra. A fejlodésbeli késéssel nem magyarazhat6 gének molekularis funkci6janak
GO analizise. A P-érték minden esetben 10” alatti érték. A funkciok kozott leginkabb a
tarnszkripcids faktor aktivitas €s nukleinsav kotés figyelheté meg.

Az 1397 emlekedett expressziot mutatd (upregulalt) gén koziil 154, a 740 csokkent
expressziot mutatd (downregulalt) gén koziil 216 expresszids valtozasa nem magyarazhato a
fejloddésbeli csuszassal. Bioldgiai folyamatokban vald részvételiik szerint a Hatl delécid
hatdsara megemelkedett expresszidji gének foként fejlédési és transzlacios szabalyozok, a
csOkkent expressziot mutatd gének pedig alap metabolizmusban részt vevd faktorok (20.
abra).
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20. abra. A fejlédésbeli késéssel nem magyarazhaté gének biolégiai folyamatokban
betoltott szerepe. A fejlodési csuszdssal nem magyardzhatd gének csoportositasa
biologiai folyamatokban vald részvételik szerint kiillon a Hatl deléciés mutans
embriokban emelkedett expressziot mutatd (upreguldlt - A) és a csokkent expressziot
mutatd (downregulalt — B) kategoridkra nézve. Az Y tengelyen a dusulas mértéke, az X
tengelyen pedig a szignifikancia értéke lathaté az egyes kategoridknak. A vad tipust
embriokhoz képest megemelkedett expresszioji gének kozott tobbnyire transzlacios
szabdlyozok, mig a csokkent expresszidt mutatdé gének kozott elsésorban
metabolizmusban részt vevo faktorok talalhatoak.

1V.1.10. A Hatl delécio nem befolydsolja a hostressz érzékenységet

Kovetkezé kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a Hatl hianya hatassal van-e stressz
koriilményekre vald érzékenységre. El6szor kdrnyezeti stresszorként hdstresszt alkalmaztunk.
A kisérletet 37 °C-0s és 40 °C-os hémérséklet alkalmazasaval végeztiik el. 25 - 35 perces
40 °C-os kezelés, illetve 1 - 7 6ras 37 °C-os kezelés hatasat vizsgaltuk 7 napos Hat1?®’ és
Hatl®E'® homozigota ndstény és him egyedek tulélésére nézve. A hésokk idejének
novelésével ardnyosan a tulélok szama fokozatosan csdkkent mindkét genotipus esetén,
azonban a Hat1?’ egyedek talélési szazaléka egyik vizsgalt esetben sem tért el szignifikansan
a revertans kontrollétol. A héstressz kisérletiinkben a himek bizonyultak érzékenyebbnek, igy
rajtuk mutatjuk be a tulélési aranyokat a delécios mutans és a preciz revertans kategoriak
esetén (21. abra).
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21. abra. A Hatl deléci6 nem befolyasolja az egyedek hdstressz tiirését. Tulélési
gorbék 37 °C-0s (A) és 40 °C-0s (B) héstressz alkalmazasa utan homozigota Hat1?®’ és
Hat1®E¥'® him egyedeken. A 37 °C-0s héstressz 7 oran keresztiil, mig a 40° C-0s 35
percig zajlott. Mindkét koriilmény hasonlo lefutdst talélési gorbét eredményezett a
Hat1?" és Hat1"EV1e kategoridk esetén, vagyis erre a stressz kondicidra nincs hatisa a
Hatl delécionak.

IV.1.11. Csékkent Hatl dozis hatdsdanak vizsgdlata Huntington-kér modellben

A masik stressz koriilmény, amit vizsgalni kivantunk, a protheopatids stressz. A
Huntington-kor megjelenését okozé mutans Huntingtin fehérje intracellularis aggregatumokat
képez ¢€s abnormalis interakciokat is létrehoz mas fehérjékkel, akadalyozva ezzel egyes
esszencialis cellularis folyamatok fiziologias miikodését. Az egyik olyan fehérje tipus,
mellyel aggregatum formaban kapcsolatba 1€p, a hiszton acetiltranszferaz enzimek. 22 242 293
A hiszton acetiltranszferdzok nem megfelelé miikddése az acetilaltsag zavardhoz ¢és
transzkripcionalis diszregulacidhoz vezet, melyek jellemzéek is a Huntington-koros
paciensekre. 259

Kivancsiak voltunk, hogy a Hatl citoplazmatikus hiszton acetiltranszferaz hatdssal lehet-e
a Huntington-koér patomechanizmusara. Ennek vizsgalatara olyan transzgenikus Drosophila
melanogaster torzset hasznaltunk, amely hordozza a human Huntingtin gén 1-es exonjat egy
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120 glutaminbdl all6 patoldgias hosszusagh poliglutamin szakaszt kodoldo CAG ismétlddéssel
(UAS-Httex1Q120 vagy mHtt). Ennek a transzgénnek az expresszidjat a neuronalis elav-GAL4
driverrel indukaltuk.

A Kkisérlet sordn olyan keresztezéseket allitottunk Ossze, melyekben a himek nem
expresszaljak a mHtt transzgént, tehat egészségesnek tekinthetok. A ndstények expresszaljak
a mHtt-t, és a néstények egyik fele a Hatl vad alléljat hordozza, a masik felében pedig a
Hat1“>" mutaci6 heterozigdta formaban jelen van. Tovabbi kontrollként olyan keresztezést is
végeztink, amelyben a Hatl™®V'® preciz revertanst hasznaltuk. Az utodkategoridk a
kovetkezOk voltak: elav-GAL4/w; UAS-HttQ120/+, TM6 Sb/+ (expresszalja a mutans Htt
transzgént, ,,beteg” kontroll), elav-GAL4/w; UAS-HttQ120/+; Hatl®’ vagy Hat1RFV%/+
(amelyben expresszalodik a mutans Htt és mellette Hatl delécios vagy revertans allélt
hordoz), w/Y; UAS-HttQ120/+; TM6 Sb/+ (nincs mHtt expresszié és nem hordoz Hatl
delécios vagy revertans allélt), w/Y; UAS-HttQ120/+; Hat1*'vagy Hat1"®V'%/+ (nincs mHit
expresszio, de Hatl delécios vagy revertans allélt hordoz).

IV.1.11.a. A Hatl részleges hianydanak hatasa a mHtt expresszalo dllatok életképességére

Elséként az imént felsorolt egyedek ¢életképességét teszteltiik az adultok kikelési aranyanak
vizsgalataval. A kisérleti eredményekbdl jol latszik, hogy bar a Hatl mutacié jelenlétében a
mHtt-t expresszald egyedek kikelési aranya a duplajara nétt, a Hatl preciz revertanssal
végzett keresztezések utddainal ugyanez az eredmény lathatd (22. abra). Az eredmény
mindkét esetben szignifikans valtozas volt, Hatl?®’ esetén t-proba: 2,23165x10°, Hat1"EV®
esetén t-proba: 9,9927x10°°. fgy elképzelhetd, hogy valamilyen hattér mutacié okozza a
fenotipusbeli javulast.
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22. abra. A Hatl®® é Hatl"FV'° allél azonos hatast fejt ki az életképességre
Drosophila Huntington-kér modellben. (A) A Hatl deléci6 hatdsa az mHtt-t
expresszalo muslicak kikelésére. (B) Azonos kisérlet a Hat1®®'*® preciz revertanssal
végrehajtva kontrollként. A kisérletben taladlhatoak mHtt-t expresszaldé és nem
expresszalo, Hat1”®" vagy Hat1"5"*® allélt hordozo és nem hordozo kategoridk egyarant.
A diagramokon hibasavként szoras lathato feltiintetve. A statisztikai értékelés Student t-
probaval tortént, ahol a ***: P-érték < 10°. A Hatl®’ deléciét hordozé mHit-t
expresszalo egyedek koziil szignifikdnsan tobb kelt ki a ,,beteg” mHtt-t expresszald
kontoroll kategéridhoz képest, azonban ugyanez az eredmény lathatdo a Hat1REV1e
revertans allélt hordozo egyedek esetén is.

IV.1.11.b. A Hatl részleges hianyanak hatasa mHtt expresszalo dllatok élettartamara

A Huntington-korra és a Huntington-kor Drosophila modelljére egyarant jellemzd a
rovidebb élettartam. Ezért vizsgaltuk az életképesség teszt soran alkalmazott egyedek
élethosszat is. A mHtt-t expresszald, Hatl®'/+ illetve Hat1®®V**/+ heterozigota egyedek
élettartam  gorbéje hasonld lefutdsu, azonban a Hatl®’ allélt hordozd egyedek 25%-0s
(P =0,0067) és 50%-0s (P = 0,0117) mortalitasi értékei szignifikansan jobbak a csak mHtt-t
expresszalo kategorianal, mig a Hat1"5V*® allélt hordozok esetén ez a javulas nem figyelhetd
meg (23. abra, 2. tablazat).
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kismértéki javulast fejt ki az élettartamra Huntington-kor

modellben. A Hatl?®’” és Hatl"®'® heterozigota allél hatdsa a mHtt-t expresszalo
muslicak ¢€lethosszara. A deléciot hordozo egyedek 25%-os és 50%-o0s mortalitasi értéke
szignifikansan jobbnak bizonyult a mHtt-t expresszalo ,,beteg” kontrollhoz képest.

Osszehasonlitott genotipusok

P-érték 25%-0s
mortalitasnal

P-érték 50%-o0s
mortalitasnal

P-érték 75%-o0s
mortalitasnal

P-érték 90%-o0s
mortalitasnal

elav-GAL4/w;HttQ120/+;Sh/+ v.s. elav-GAL4/w; HttQ120/+;Hat1*=V*%/+ 0,6479 0,4654 0,4077 0,2588
elav-GAL4/w;HttQ120/+;Sh/+ v.s. elav-GAL4/w; HttQ120/+; Hat14%/+ 0,0067 0,0117 0,449 0,307
0,102 0,4109 0,8437 0,3392

elav-GAL4/w;HttQ120/+;Hat1R®*%/+ v.s. elav-GAL4Av; HttQ120/+;Hat14%/+

2. tablazat. A mHtt-t expresszalo, Hat1%” és Hat1"=V'® allélt hordozé egyedek
meghatarozott mortalitasi aranyaihoz tartozé szignifikancia értékek. A mHtt-t
expresszalo ,,beteg” kontroll egyedekkel valdo Osszehasonlitasbol szdrmazo adatok. A
szignifikans eltérések piros szinnel kiemelve lathatoak. A kiilonbségek kozotti
szignifikancia értékelése Mann-Whitney U Teszttel tortént.

IV.1.11.c. A Hatl részleges hianya enyhiti a mHtt expresszalo allatokban megfigyelheto

neurodegeneraciot

Megvizsgaltuk az imént bemutatott genotipusu allatok neuronpusztuldsanak mértékét is.

Muslicakban a neuronpusztulas jol detektalhaté az Osszetett szemiik atvilagitasaval.
Ommatidiumonként 8 rhabdomer taldlhatdo, melyekbdl 7 lathato (1 takarasban van).
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Neurodegeneracid hatdsara a rhabdomerek szdma csokken ¢€s ezt a kiilonbséget vizsgaltuk
kisérletiinkben ugynevezett pseudopupil assay alkalmazasaval.

Annak ellenére, hogy a Hatl?’ és Hatl"®V® allé]l hatdsa a mHtt-t expresszald muslicak
¢letképességére azonos volt €s az ¢élettartamon is csak kis mértékben javitott a delécids allél, a
neurodegeneracids vizsgalat soran sokkal kisebb mértékii retinalis neuronpusztuldst mutatott a
Hatl delécids allélt hordozo és mHItt-t expresszald kategéria a mHtt-t expresszald ,,beteg”
bels6 kontrolljahoz és a revertans allélt hordozo kontroll egyedekhez képest is. A kiilonbség a
delécios és revertans kategoria kozott szignifikans, t-proba: P = 7,88x10™ (24. abra).
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24. abra. A Hatl részleges hianya csokkenti a neurodegeneracié mértékét
Huntington-kér modellben. Hat1®’ vagy Hat1®E¥® allélt hordozo, mHtt-t expresszalo
vizsgalata. Eredményként az ommatidiumonkénti rhabdomer szam 4tlaga lathato
abrazolva. A diagramokon hibasavként a szoras lathato feltiintetve. A statisztikai értékelés
Student t-probaval tortént, ahol a ***: P < 10™. A Hatl deléciot hordozé egyedek
neuronpusztuldsa szignifikansan kisebb mértékii a kontroll kategoriakénal.

Tehat 0sszességében elmondhatd, hogy a Drosophila Hatl részleges hianya csokkenti a
Huntington-kor kivaltotta neurodegeneracio mértékét.
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IV.2. Hisd4r hiszton fehérjék acetilacios modositasainak hatasa a Huntington-kor
patomechanizmusara

Annak vizsgalatara, hogy a hiszton deacetilazok gatldsa estén, illetve sajat kisérleteinkben
a Hatl hidnya esetén, a mHtt fehérje kivaltotta tiinetek enyhiilésében mely hiszton poziciora
gyakorolt hatas jatszat szerepet, a His4r hiszton fehérje egyes acetilalhatd pozicidinak
jelentdségét vizsgaltuk. A Hisdr fehérje a H4-es hisztonnal fehérje szekvenciajaban
megegyezik, azonban kifejezédésiik eltérd. % Feltételezhetd, hogy a Hisdr a Hd-et a
transzkripcionalisan aktiv helyeken lecseréli, hasonléoan, mint ahogy az a H3 és a H3.3
variansok esetén megfigyelhetd 2**. A H4 és His4r hiszton N-terminélis részén acetilalhatd
aminosavak az 5-0s, 8-as, 12-es és 16-0s pozicioji lizinek. Ezek vizsgalatara olyan
szubsztitiiciokat hordozé transzgenikus konstrukciokat hoztunk 1étre, amelyekrdl az atirddo
His4r hiszton fehérjék ezekben a poziciokban (K5, K8, K12, K16) acetilaltsagot, vagy

acetilalatlan allapotot mimikalnak.

IV.2.1. His4r pontmutdns konstrukciok és transzgenikus Drosophila vonalak eléallitdasa

Létrehoztunk egy pENTR3C-His4r-GB vektrokonstrukciot, mely tartalmazza a vad tipusu
His4r gént a start kodontol a transzlacios stop el6tti kodonig, annak intronjaival egyiitt (GB:
gene body). Ebben terveztiink 1étrehozni acetilalt lizint (lizin > glutamin csere, K>Q) illetve
modositatlan lizint (lizin > arginin csere, K>R) mimikal6é pontmutéaciokat az 5-0s, 8-as, 12-es
¢és 16-0s lizinek kodonjaiban (K5R, K5Q, K8R, K8Q, K12R, K12Q, K16R, K16Q). Ehhez
megfeleld modositasokat tartalmazo primereket terveztiink (lasd az Anyagok és modszerek
fejezetben), majd ezeket a primereket alkalmazva inverz PCR-on alapulo NEB Q5 iranyitott
mutagenezis modszerrel pontmutans konstrukciokat hoztunk Iétre. A szubsztitliciét hordozo
szekvenciakat pTWF-attB vektorba klonoztuk, ami egy a transzgén GAL4 fliggd aktivaciojat
¢s C-terminalis FLAG-tag jelolést lehetdve tevd, ¢C31 integraz medialta helyspecifikus
transzgén inszerciora alkalmas vektor. A konstrukciokat attP-zh86Fb transzgén dokkold
helyet hordoz6 embriokba injektaltattuk. A kikelt allatokat egyedi keresztezésekbe vittiik
W t5rzzsel, majd a transzgenikus (mini-white szemszin markert hordozo) utédok koziil
kivalasztottunk négy-négy vonalat minden poziciora nézve, melyekbdl homozigota torzseket
allitottunk eld.

A létrehozott transzgenikus torzsek validalasahoz a torzsekbdl izolalt Drosophila genomi
DNS templaton a pTWF-attB vektor beépiild részére tervezett kozds primerparral végeztiink
PCR reakciokat, melyek termékeit kapillaris szekvenalassal ellendriztiik. Megallapitottuk,
hogy a vizsgalt transzformans vonalak hordozzak az altalunk tervezett szubsztituciokat.

IV.2.2. A His4r transzgének kifejezddésének vizsgalata
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IV.2.2.a. A transzgének transzkripcios szintjének vizsgalata

A kiilonb6z6 pontmutaciokat hordozd His4r transzgéneket azonos genomi pozicioba,
ugyanarra a dokkolé helyre integraltuk azért, hogy kifejezddésiik ne fliggjon a genomi
kornyezettl. Hogy meggy6zddjiink a transzgének azonos kifejezddésérdl, a szovetspecifikus
neuronalisan kifejez6do elav-GAL4 driverrel indukalt expresszioju UAS-His4r transzgének
transzkripcids szintjét RT-qPCR analizissel vizsgaltuk. Ehhez a vizsgalni kivant egyedek
fejeibdl készitettiink cDNS mintat és az UAS-His4r génre (His4r-qF), valamint a pTWF-attB
vektor beépiild részére specifikus (pTWF-attB-qR) expresszidés primereket hasznaltunk.
Méréseink alapjan RNS expresszios szintben nincs szamottevd kiilonbség a kiilonbozo
modositasokat hordozo transzgének kozott. (25. abra).
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25. abra. A transzgenikus His4r RNS expresszio nem mutat szignifikans eltéréseket.
elav-GAL4 neuronalis driverrel indukalt expresszioji transzgenikus UAS-His4r
szubsztiticiokat hordoz6 (KSR, K5Q, K8R, K8Q, K12R, K12Q, K16R, K16Q) és vad
tipusi UAS-His4r transzgént expresszald (GB) torzseken végzett His4r transzgén RNS
expresszid6 mérés PCR-ral tubulin haztartasi génre normalizalva. Az egyedek a
transzgénre és a driverre nézve heterozigotak voltak. A diagramokon hibasavként szoras
lathato feltiintetve. Az egyes transzgének modositastol fliggetlentil egyenletes expressziot
mutatnak.

IV.2.2.b. A His4r transzgének fehérje expresszios szintjének vizsgalata

Vizsgaltuk a kiilonbozé His4r transzgéneket expresszald muslicakban a transzgénrél
szarmaz6 His4r fehérje szintjét is. A transzformans vonalakat neuronalis elav-GAL4 driver
torzshoz kereszteztiik a pontmutaciot hordozd UAS-His4r gének expresszaltatasahoz, majd az
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utédokon anti-FLAG specifikus ellenanyagot hasznalva western blot kisérletet végeztiink a
FLAG-taggel jelolt UAS-His4r valtozatok fehérje szintjének ellendrzésére. Bemérési
kontrollként H3 elleni ellenanyagot alkalmaztunk. A szekvenalassal ellenérzott vonalak
mindegyike expresszalja a transzgént, azokrol fehérje képzodik. A Hisdr fehérje szintje
azonban nem azonos mennyiségii az egyes vonalakban. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
Q (acetilaciot mimikald glutamin) modositas minden pozicié esetén alacsonyabb fehérje
expressziot eredményezett az R (modositatlan lizint mimikadlé arginin) modositasnal,
kiilonosen alacsony His4r fehérje szintet mutattunk ki a His4r-K5Q ¢és a His4r-K16Q
pontmutaciot hordozo fehérjét expresszaléd allatokban (26. abra). Szignifikans a kiilonbség a
GB expressziohoz képest a KSQ (P = 0,0119), a K12R (P = 0,0035), a K16R (P = 0,0308) és a
K16Q (P =0,000401) modositasok esetén. Mivel a transzgének transzkripcionalis
aktivitdsaban nem talaltunk szamottevd kiilonbséget, igy feltételezhetd, hogy valamilyen
fehérje expresszi6 vagy lebontasbeli kiilonbség okozza az acetilalt lizint mimikalo
modositasok esetén a csokkent fehérje szintet.
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26. abra. A His4r transzgénekrol termelédé fehérje szintje eltéréseket mutat a
szubsztituciok hatasara. (A) Reprezentativ western blot kép az elav-GAL4 neuronalis
driverrel indukalt expresszidji transzgenikus UAS-His4r szubsztituciokat hordoz6 (K5R,
K5Q, K8R, K8Q, K12R, K12Q, K16R, K16Q) és vad tipusu UAS-His4r transzgént
expresszalo (GB) torzseken. Az egyedek a transzgénre és a driverre nézve heterozigdtak
voltak. Fehérje szinten az egyes modositasok eltéréseket mutatnak, kiilondsen a K16Q ¢és
K5Q esetén, ahol a kontrollnal (GB) lényegesen alacsonyabb a fehérje szint. (B) A
Wwestern blot kisérletek jelintenzitas értékeinek kvantifikaldsa, normalizalva a H3 loading
kontroll értékekre (genotipusonként harom biologiai és két technikai replikatum). A
diagramokon hibasavként szoras lathato feltiintetve. A statisztikai értékelés Student t-
probaval tortént, ahol az egyes modositdsok a GB jelintenzitas értékeihez lettek
hasonlitva és a *: P < 0,05, **: P < 0,01, ***: P < 0,001 értéket jelol. Az R valtozatok
magasabb, mig a Q valtozatok alacsonyabb fehérje szintet mutatnak.

IV.2.2.c. A transzgenikus His4r fehérjék sejten beliili lokalizacidjanak vizsgadlata

Azt feltételeztiik, hogy a FLAG-tag nem fogja zavarni a fehérje foldingot és transzportot,
¢s az UAS-Hisdr transzgenikus fehérjék modositastol fliggetleniil bejutnak a sejtmagba.
Ennek ellenérzéséhez a western blot kisérletnél is alkalmazott elav-GAL4 driver torzshoz
kereszteztiik a transzgenikus vonalakat és L3 stadiumt larvdk nyalmirigyein végeztiink
immunfestést FLAG-tag elleni ellenanyaggal, a sejtmagokat pedig DAPI sejtmag festékkel
jeloltik. A vérakozasainkkal megegyezd eredményt kaptunk, a transzgenikus fehérjék
sejtmagi lokalizaciot mutatnak, képesek bejutni a sejtmagba (27. abra).

w1118 His4r-K5R His4r-K8R His4r-K12R His4r-K16R
- o
- .
His4r-GB His4r-K5Q His4r-K8Q His4r-K12Q His4r-K16Q
FLAG
DAPI

a1
©



27. abra. A His4r transzgének sejtmagi lokalizaciot mutatnak. L3-as larvalis
nyalmirigyekrdl készitett reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos képek az elav-GAL4
driverrel indukalt expresszidji transzgenikus UAS-His4r szubsztituciokat hordoz6 (K5R,
K5Q, K8R, K8Q, KI12R, KI12Q, K16R, K16Q) és vad tipusi UAS-His4r transzgént
expresszalo (GB) torzseken, valamint kontrollként vad tipust, transzgént nem
expresszalo W torzson. A transzgént expresszald egyedek a transzgénre €s a driverre
nézve heterozigdtak voltak. A transzgenikus fehérjék lokalizacidja FLAG antitest fetéssel
z0ld szinben lathat6, a sejtmagok DAPI festéssel kék szinnel jelennek meg. A w8 vad
tipusu, transzgenikus fehérjét nem expresszald kontroll, igy FLAG festddést nem mutat.
A FLAG és DAPI festés minden transzgenikus egyedben azonos mintdzatot mutat, vagyis
a His4r transzgenikus fehérjék sejtmagi lokalizacigja figyelhetd meg.

IV.2.3. A His4r pontmutdansok életképességre gyakorolt hatisanak vizsgalata

A pontmutans UAS-His4r transzgének expresszidjat elav-GAL4 driverrel indukaltuk,
¢letképességiiket UAS-Hisdr transzgént nem expresszalo, csak elav-GAL4 drivert és balanszer
kromoszomat hordozé testvéreikhez hasonlitottuk a ndstények és himek esetén egyarant. A
neuronalis expresszionak egyik vizsgalt esetben sem tapasztaltuk negativ hatdsat az
¢letképességre nézve, a kikelési szazalék minden esetben meghaladja a szazat, vagyis a
balanszer kromoszémat hordozo kontroll egyedek életképessége rosszabb volt az UAS-His4dr
transzgéneket expresszalo egyedekénél (28. abra).
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28. abra. A His4r transzgének neuronalis expresszioja nincs negativ hatassal az
életképességre. Az elav-GAL4 neuronalis  driverrel indukalt expresszidju,
szubsztiticiokat hordozo (K5R, K5Q, K8R, K8Q, K12R, K12Q, K16R, K16Q) UAS-
Hisdr transzgént, illetve vad tipusi UAS-His4r transzgént expresszald (GB) torzsek
¢letképesség adatai. A transzgént expresszald egyedek kikelési szama az UAS-His4r
transzgént nem, csak elav-GAL4 drivert és balanszer kromoszémat (TM6 Sb) hordozé
testvéreik szamahoz lett viszonyitva, melynek aranyat mutatja a diagram. A balanszer
kromoszoémak életképességre Kkifejtett negativ hatdsa lehet az oka a transzgént
expresszalo egyedek 100% folotti életképesség értékeinek. Az adatok alapjan azonban
egyik modositasnak sincs negativ hatdsa az ¢életképességre sem a himek, sem a néstények
esetén.

IV.2.4. A pontmutins His4r transzgéneK expresszioja nem idéz eld fotoreceptor neuron

degenerdciot

A mar kordbban bemutatott pseudopupil assay alkalmazasaval teszteltik, van-e a

pontmutans UAS-His4r transzgének elav-GAL4 indukalta neuronalis expresszidjanak hatasa
az ¢érintett neuronok tulélésére. A vizsgdlat 4 napos ndstény egyedeken tortént. Az
eredményeink azt mutattdk, hogy a transzgének neurondlis expresszidja nem okozott
fotoreceptor neuron pusztulast az egyedekben (29. abra).
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29. abra. A His4r transzgének neuronalis expressziojanak nincsen hatasa a
fotoreceptor neuronokra. Az elav-GAL4 neuronalis driverrel indukalt expresszidju,
szubsztiticiokat hordozo (KSR, K5Q, K8R, K8Q, K12R, K12Q, KI16R, K16Q) UAS-
His4r transzgént, illetve vad tipust UAS-His4r transzgént expresszald (GB) torzseken
végzett neurodegeneracio vizsgalat. A kisérlet soran a rhabdomerek ommatidiumonkénti
atlagos szama keriilt meghatarozasra. Ez az érték minden vizsgalt kategoriaban 7-nek
adodott, tehat nem volt egyik modositds hatdsara sem megfigyelhetd neuronalis
pusztulés.

A His4r expresszios kisérletek alapjan O0sszességében kijelenthetd, hogy a transzgének
neuronalis expresszidjanak dnmagaban nincs negativ hatdsa, igy a Huntington-kor modellben
végzett kisérletek soran barmilyen irdnyban torténd valtozds a mutans Huntingtin kivaltotta
patologias folyamatra specifikusnak mondhato.

IV.2.5. A His4r pontmutaciok hatisa a mutdins Htt kivdltotta patolégias folyamatokra

Kivancsiak voltunk, hogy a His4r kiilonb6z6 acetilacios allapotait mimikald modositasok
milyen hatast fejtenek ki a Huntington-koér Drosophila modelljében, illetve, hogy a valtozasok
Osszevethetdek-e a Hatl delécios teszteknél kapott eredményeinkkel.

A kisérletekhez olyan keresztezéseket allitottunk Ossze, melyeknek eredményeképpen
négyféle utdodkategoria megjelenését vartuk: elav-GAL4/w; UAS-HttQ120/+, TM6 Sh/+
(amelyben a mutans Htt expresszalodik, azonban egyik His4r transzgént sem hordozza), elav-
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GAL4/w; UAS-HttQ120/+; UAS-His4r/+ (amelyben mind a mutans Htt, mind valamelyik
Hisdr transzgén kifejezédik), w/Y; UAS-HttQ120/+; TM6 Sb/+ (amelyben jelen van a mHtt
transzgén, de driver hidnyaban nem expresszalodik), w/Y; UAS-HttQ120/+; UAS-His4r/+
(amelyben jelen van a mHtt és a His4r transzgén, de driver hidnyaban nem expresszalodik).
gy mindkét him kategoria ,,egészséges” kontrolljaként szolgal a kisérleteknek, a csak mHit-t
expresszalo ndstény egyedek pedig az UAS-His4r transzgének valamelyikét expresszald
allatokhoz hasonlithat6 ,,beteg” kontroll egyedek.

IV.2.5.a. His4r pontmutaciok hatasa a mutans Htt kivaltotta csokkent életképességre

Eletképességiik vizsgalatahoz a kikelt utodkategoriak egyedeinek szamét viszonyitottuk
egymashoz. A vad tipust UAS-His4r gént (His4r-GB) expresszald egyedek életképessége is
nagymértékben lecsokkent a csak mHtt-t expresszalo ,,beteg” kontrollhoz képest. Egyik UAS-
His4r transzgént expresszald kategoria kikelt egyedszama sem érte el a pusztan mHtt-t
expresszald kategoriaét, viszont a His4r-GB-t expresszalo egyedeknél a K8Q és a K16Q
modositast hordozok életképessége jobbnak bizonyult. Ezek koziil a K16Q kikelési ardnya
szignifikansan nagyobb, mint a His4r-GB kontroll¢ (t-préba: P = 0,0102). A tobbi kategoria
csokkent életképességet mutatott a modositatlan His4r-GB transzgént hordozokhoz képest. A
K5Q modositast hordoz6 allatok kis mértékben mutattak rosszabb kikelési aranyt, K12R ¢és
K12Q modositasokat hordoz6 egyedek pedig egyaltalan nem keltek ki. A K5R, K8R, K12R
¢s KI12Q moddositasok esetén az életképesség csokkenés szignifikans (t-proba: KSR —
P =0,0025, K8R — P =0,0289, K12R — P =0,0013, K12Q — P = 0,0013). A lizin-arginin (K-
R, vagyis moddositatlan lizint mimikéld) modositds minden esetben gyengébb életképességet
eredményezett a tobbi kategorianal (30. abra).
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30. abra. A His4r transzgének neuronalis expresszidjanak hatasa az életképességre
Drosophila Huntington-kor modellben. A mHtt-t (UAS-HttQ120) és transzgenikus
UAS-His4r szubsztiticiokat hordozo (KSR, K5Q, K8R, K8Q, KI2R, K12Q, KI16R,
K16Q), és vad tipusi UAS-His4r transzgént expresszald (GB) torzsek életképesség
adatai. A modositott UAS-His4r-t mHtt hattéren elav-GAL4 driverrel neuronalisan
expresszalo allatok kikelési aranya lathatd sajat UAS-His4r transzgént nem, csak mHtt-t
expresszalo belsd ,,beteg” kontrolljaikhoz viszonyitva (a nem expresszalo ,,egészséges”
kontrollok nincsenek abrazolva). A statisztikai értékelés Student t-probaval tortént, ahol a
*: P <0,05, **: P <0,01. A vad tipusti His4r-GB expresszio is kb. 60%-os életképesség
csokkenéshez vezetett. Ennél kisebb mértékii ¢letképesség csokkenést okozott a K8Q és
K16Q modositas, melyek koziil a K16Q szignifikans javulas.

IV.2.5.b. His4r pontmutaciok hatdisa a mutans Htt kivaltotta csokkent élettartamra

Az életképes, mHtt-t és UAS-His4r transzgént egyiitt expresszaldo utodkategoriakon

¢lettartam vizsgalatot is végeztiink (a K12-es modositasokat hordozo utodkategoriak nem
bizonyultak életképesnek). Az UAS-His4r transzgént nem, csak mHtt-t expresszald egyedek
¢lettartamat egyik His4r szubsztiticiot hordozo kategoria sem haladta meg. Viszont az
elmondhat6, hogy a His4r-GB-t (mddositatlan transzgént) expresszald egyedeknél a K8Q és
K16Q modositast hordozok hosszabb élettartamot mutattak (31. abra). A His4r-K8Q-t
expresszalo egyedek szignifikans élettartam javulast mutatnak a His4r-GB-t expresszaloakhoz
képest minden vizsgalt mortalitasi értéknél, valamint a His4r-K8R-t expresszald kategorianal
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is a 25%-0s mortalitasi értéknél. A His4r-K16Q-t expresszald egyedek pedig a His4r-GB-t
expresszalo kategoriahoz képest nem, azonban a His4r-K16R-hez képest szignifikans javulast
mutat élettartamat tekintve a 25, 50 és 75%-os mortalitasi értéknél (3. tablazat).
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31. abra. A His4r transzgének neuronalis expressziojanak hatasa az élettartamra
Drosophila Huntington-kér modellben. A mHtt-t (UAS-HttQ120) és transzgenikus
UAS-His4r szubsztitiiciokat hordozo (K5R, K5Q (A), K8R, K8Q (B), K12R, K12Q (C),
K16R, K16Q (D)), és vad tipust His4r transzgént expresszald (GB) torzsek élettartam
gorbéi. A modositott UAS-His4r-t mHtt hattéren elav-GAL4 driverrel neuronalisan
expresszalo allatok élettartama lathatd csak mHtt-t expresszald belsé kontrolljaikhoz (+)
és mHtt mellett His4r-GB-t expresszalo (GB) kontrollhoz viszonyitva kiilon minden
vizsgalt pozicidra. A vad tipusu His4r-GB expresszio is jelentds élettartam csokkenéshez
vezetett, melyet enyhit a K8Q és K16Q modositas.
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3. tablazat. mHtt-t és pontmutians Hisdr transzgéneket expresszalé Drosophilik
esetében meghatarozott mortalitasi aranyokhoz tartozo szignifikancia értékek. Zold
szinnel kiemelve lathatéak azok az adatok, ahol az UAS-His4r transzgént expresszalo
utoédok élettartama szignifikansan rosszabbnak bizonyult a csak mHtt-t (UAS-HttQ120)
expresszald kategoridhoz képest, pirosan az olyan szignifikdns javulds lathato, ahol
valamelyik UAS-His4r expresszio jobbnak bizonyult egy masiknal. A kiilonbségek
statisztikai értékelése Mann-Whitney U teszttel tortént.

IV.2.5.c. His4r pontmutaciok hatasa a mutans Htt kivaltotta neurodegeneraciora

A mar korabban ismertetett pseudopupil assay alkalmazasaval teszteltiik van-e a kiilonb6z6
UAS-His4r transzgének neuronalis expresszidjanak hatdsa a Huntington-kor okozta idegsejt
degeneraciora. A vizsgalatot azokkal a pontmutans transzgénekkel (UAS-His4r-GB, K5Q,
K8R, K8Q, K16R, K16Q) tudtam elvégezni, amelyek a mHtt-el egyiitt kifejeztetve nem
okoztdk az allatok pusztuldsat. A kisérletet 2 és 4 napos allatokon végeztem. A 2 napos
egyedek esetén a His4r transzgént expresszald kategoridknal az ommatidumonkénti
rhabdomerek szamanak atlag értékei szinte egyik esetben sem mutattak jelentds eltérést a csak
mHtt-t expresszald belsé kontrolljukhoz képest, kivéve a K5Q modositast hordozok, ahol
kismértékli, am szignifikans javulas lathatdo a neurodegeneracioban (t-préba: P = 0,01226)
(30. 4dbra (A)). A 4 napos egyedeken végzett kisérlet valamelyest eltéré eredményt ad a 2
naposokon végzetthez képest. A His4r-K5Q mellett a His4r-K16R ¢és His4r-K16Q transzgén
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expresszidja is szignifikans valtozast mutat a csak mHtt-t expresszald belsé kontrolljahoz
képest (t-proba K5Q: P = 0,04337, K16R: P = 0,003, K16Q: P = 0,03393) (32. abra (B)).
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32. abra A His4r transzgének neuronalis expressziéjanak hatasa a fotoreceptor
neuronok degeneraciojara Huntington-kér modellben. A mHtt-t (UAS-HttQ120) és
transzgenikus UAS-His4r szubsztiticiokat hordozo (K5Q, K8R, K8Q, K16R, K16Q),
illetve mHtt-t ¢és vad tipusa UAS-Hisdr transzgént expresszald (GB) torzsek
neurodegeneracios vizsgalata. A diagramokon az UAS-His4r transzgént és mHtt-t
egylittesen expresszald egyedek ommatidiumonkénti rhabdomer szdmanak ardnya lathato
csak mHtt-t expresszald belsé kontrolljaikhoz viszonyitva. Az A panelen 2 napos, a B
panelen 4 napos egyedek adatai keriiltek abrazolasra. Az ommatidiumonkénti rhabdomer
szam a vad tipusu His4r-GB expresszié esetén nem tér el szignifikdnsan a ,beteg”
kontrollétol. Ennél kisebb mértékii rhabdomer szam csékkenést okozott a K5Q, a K16R és
K16Q modositas expresszidja.
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V. DiszKkusszio

Huntington-kor esetében a mutans Huntingtin fehérje elsé exonjaban 1évo instabil,
polimorf CAG trinukleotid ismétlddés expanzidja funkcionyeréses mutaciohoz vezet, a
fehérje N-terminalishaz kozel egy patologias hosszisagl poliglutamin ismétlédés jon 1étre. A
nagyméretli Huntingtin fehérje foként a citoplazmdban taldlhatdé meg, azonban mutans
formajabol hibas proteolitikus hasitdsok kovetkeztében olyan N-terminalis fragmentek
keletkeznek, melyek bejutnak a sejtmagba. A mHtt képes kolcsonhatasokat kialakitani mas
fehérjékkel, melyek csapdazdédhatnak az aggregatumokba €s igy nem képesek funkcidjuk
betoltésére. Ilyen ismert fehérjék a CBP/p300 és Pcaf hiszton acetiltranszferazok, melyek nem
megfeleld mikodése acetilacids zavart okoz. 295 29 236

Tekintve, hogy a betegség jelenleg gyogyithatatlan és csak a tlineti kezelésre van lehetdség
célunk volt a kor patogenezisére potencialisan jotékony hatasu epigenetikai targetek keresése.
Kisérleteinkhez olyan Drosophila melanogaster torzseket hasznaltunk, amelyek a human
Huntingtin fehérje 1-es exonjat hordozzak 120 glutamint tartalmazo6 poliglutamin szakasszal.
A transzgén expressziojat neuronalis elav-GAL4 driverrel indukaltuk. A hosszi glutamin
szekvenciat hordoz6 fehérjék aggregatumokat képeznek az agyban és ennek hatdsira az
egyedek mutatjak a Huntington-kor jellegzetes tiineteit, igymint mozgasi és aktivitasbeli
defektusok, cirkadian-ritmus eltérések, neuronalis pusztulas, rovid élettartam. 297 298

A Drosophila Hatl 3ltalanos jellemzése és funkcidjanak vizsgilata a Huntington-kor
pathogenezisében

A Hatl Drosophildban egy még kevéssé jellemzett aktivitasu hiszton acetiltranszferaz
enzim. Funkcionalis elemzéséhez 1étrehoztunk egy funkcid vesztéses mutans vonalat. Bar a
l1étrehozott delécid nem terjed ki a teljes génre, a kddold szekvencia megkozelitdleg 80%-a -
beleértve a katalitikus aktivitasért felelés domént - elveszett.

A Hatl targetjeinek azonositdsahoz western blot analizist végeztiink, melynek soran
megallapitottuk, hogy ortologjaihoz hasonl6 moédon H4KS és H4K12 acetilacios aktivitassal
rendelkezik. Drosophildban nem csak ez az egyetlen hiszton acetiltranszferaz enzim mutat
ilyen szubsztrat specifitast, L3 larvaban hasonld aktivitast mutattak ki korabban a GCNS
acetiltranszferazt tartalmazd ATAC komplex esetén is. 299 Adataink alapjan azonban a H4K5
¢s H4K12 acetilaciot embriokban egyediil a Hatl tartja fenn, ugyanis a Hatl delécios
embridkban kevesebb, mint 4%-ra csokkent a H4K5 és H4K12 acetildcio szintje a vad tipusu
embriokhoz képest. Ez az acetilacios tevékenység az érintett lizinekre nézve specifikusnak
tlinik, ugyanis a Hatl deléci6 a H4K8 acetildciora nem volt hatassal.

A H3 hiszton acetilaciojat is vizsgalat ald vettiik, ugyanis egy korabban megjelent
értekezés szerint egér embriondlis fibroblaszt sejtekben a Hatl mutacié hatdssal volt a H3
hisztonon megjelend acetilaciora is és H3K9, H3K 18, H3K27 acetilacids szintbeli valtozast
okozott. Jelentds csokkenést mutatott az allandé H3K18 acetilacios szint €s a replikacid soran
beépitett hisztonokon 1évé H3K18 acetilacio is, mig példaul a H3K23 acetilacid6 nem volt
érzékeny a Hatl hidnyara. 19 Az altalunk kapott eredmények aldtdmasztjadk ezeket az
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adatokat, ugyanis a Hatl delécioés mutans Drosophila embriokban szignifikansan csokkent a
H3K18 acetilacios szint, mig a H3K23 acetilacioban nem tortént valtozas a vad tipust
embriokhoz képest. Ezért annak ellenére, hogy a Hatl nem rendelkezik H3 specifikus
katalitikus aktivitassal % '"°, ugy tiinik, hogy indirekt modon a Hatl befolyasolja a H3 hiszton
acetilacids szintjét is.

A H4 hiszton K5 és K12 diacetilaciojanak olyan funkciot tulajdonitanak, hogy a hisztonok
nukleéris importjaban és a kromatin dsszerendezodésben tolthet be szerepet. A H3 és H4
hisztonok karyopherin fehérjék kozvetitésével jutnak a sejtmagba, és a H3, H4 N-terminalis
részek redundansnak tlinnek a nuklearis transzport folyamat soran. 12 Saccharomyces
cerevisiae-ben a H4 K5 és K12, illetve a H4 K5, K8 és K12 pozicidk szimultan mutacidja
glutaminra azt eredményezte, hogy a H4 citoplazmatikus miszlokalizaciot mutatott, mig
arginire mutaltatisuk esetén nem volt ez a hatas megfigyelhetd. **° Ezen adatok alapjan a H4
N-termindlis részének pozitiv toltése eldsegiti az NLS funkcidt €s annak acetilacios allapota
hatassal van a H4 nukleéaris transzportjara, azonban ezek a poszttranszlacidos modositdsok nem
esszencialisak az import folyamat soran. Hatl null mutans egér embrionalis fibroblaszt
sejtekben nem volt kimutathatd eltérés sem a citoszolikus, sem a nukledris H4 hiszton
szintben, ami aldtdmasztja azt a feltevést, hogy a Hatl altal 1étrehozott acetilacios jelek nem
szlikségesek a nuklearis importhoz. 172 Az altalunk kivitelezett kisérlet alatdmasztja ezt,
ugyanis a His4r varians hiszton fehérje (amely aminosav szekvencia szinten megegyezik a H4
hisztonnal) Hatl hianyaban is sejtmagi lokalizaciét mutatott. Tovabba azon Hisdr fehérjék,
melyeknek a K5 és K12 pozicidi argininre voltak cserélve, szintén bejutottak a sejtmagba.
Egyes eredmények szerint a H4 K5 és K12 acetilacio inkabb gatolja, mintsem eldsegiti a
nuklearis importot. *® 2 gy elképzelheté, hogy a Hatl altali acetilicio a H4 hiszton
karyopherin kotésébdl valo felszabadulashoz kellhet a sejtmagba jutdst kovetden vagy a
kromatin Osszerendezd faktorokhoz torténd kotddéshez, és ezaltal a kromatinba épiilés
eldsegitésében jatszhat szerepet.

Drosophildban a Hatl részt vesz a CENP-A (centromere protein A) centromerikus H3
hiszton fehérje varidns kromatinba helyezésében, ahol a Hatl komplexet alkot CENP-A, H4
¢és Cafl-p55 (Hat2 homoldg) fehérjékkel. Bar a Hatl nem acetilalja a CENP-A-t, annak RNSi
altali csendesitése mégis a kromatinba épitett CENP-A szignifikans csokkenéséhez vezetett
S2 sejtekben. ' Sajat adataink azt latszanak alatdmasztani, hogy bar a H4K5 és K12
diacetilacio  hozzajarulhat a nuklearis transzporthoz vagy az altalanos kromatin
Osszerendezodéshez, nem jatszik nélkiilozhetetlen szerepet ezekben a folyamatokban. Annak
ellenére, hogy Drosophila embriokban egyediil a Hatl felelds a H4KS és H4K 12 acetilacioért,
a fehérje nem esszencialis. A Hatl delécid6 nem okoz fertilitdsi zavarokat és csak kis
mértékben csokkenti az életképességet. Eldfordulhat redundancia funkcidit tekintve,
feltehetden ezért nem letélis a hianya.

A H4 K5 és K12 diacetilacio részt vesz a DNS kettds szal torés utani Asfl (anti-silencing
factor 1)-fiiggd kromatin ujra-rendez6désben **, azonban ugy tiinik, hogy a kromatin
sszerendezGdésben nem jatszik nélkiilozhetetlen szerepet. 2 3 Human MCF7
(adenokarcinoma mellrak sejtvonal) sejtekben felfedezték azonban, hogy a Hatl altal
l1étrehozott acetilacionak szerepe van a megfeleld replikacidban, ugyanis az ATAD2 (ATPase
chromatin AAA domain-containing protein 2) - amely sziikségesnek tinik a PCNA
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(Proliferating cell nuclear antigen) megfelelé lokalizacidjahoz a kromatinon és ezzel a
hatékony replikacidhoz - koti a K5 és K12 diacetilalt H4-et, és a naszcens kromatinhoz
toborozza. ** Hat1 null mutans egér embrionalis fibroblaszt sejtekben szamos bromodomént
tartlamazo fehérje depletalt, mig a Topoizomerdz 2a és 2P szintje megemelkedik. "% A
topoizomerazok ¢és a PCNA megvaltozott jelenléte utalhat kromatin szervezddésbeli hibara a
Hatl hianya esetén, melyet sajat kisérleteink is alatdmasztani latszanak. Pozicid effektus
variegacios teszttel kimutattuk, hogy a Hatl részt vehet a zart kromatin Szerkezet
kialakitdsaban és fenntartasaban. Ezért a Hatl delécido génexpresszidban megnyilvanulo
hatésait is vizsgaltuk Drosophila embriokban. Erdekes modon azt tapasztaltuk, hogy tobb,
mint 2000 gén expresszids szintje mutatott szignifikdns valtozast vad tipusi embriokhoz
képest. Ezen eltérések kétharmada megemelkedett génexpressziot (upregulaciot), egyharmada
pedig csokkent génexpressziot (downregulaciot) mutatott. Ezeket az adatokat 6sszehasonlitva
a modENCODE fejlédési RNS szekvencia adataival 2®® 22 azt talaltuk, hogy a Hatl
mutansokban emelkedett expresszidt mutatd gének nagy része korai embridkban mutat
magasabb expresszidt, mig a csOkkent expresszidt mutaté gének tobbsége késObbi
embrionalis stddiumokban rendelkezik magasabb expresszids szinttel. Ez alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a valtozasok nagy része egy fejlddési késés kovetkezménye
lehet, feltételezhetGen egy replikaciora és/vagy kromatin érésre kifejtett negativ hatas
eredményeként. Azok kozil a gének koziil, amelyeknek expresszidos valtozdsa nem
magyarazhatd ezzel a fejlédési cstszassal (a valtozast mutaté gének kb. 17%-a), a Hatl
deléciés mutans embridokban megemelkedett génexpressziot mutatok tobbnyire egyedfejlodési
folyamatokban, mig a csokkent génexpressziot mutatok metabolikus folyamatokban résztvevo
faktorok.

Kisérletsorozatunkban vizsgaltuk azt is, hogy a Hatl hiszton acetiltrenszferdz enzimnek
van-e valamilyen hatasa a mutans Huntingtin fehérje kivaltotta neurodegenericiora a
Huntington-kor Drosophila modelljében, mivel bar a hiszton acetilacionak a betegségben
Jatszott szerepét régota vizsgaljak, a Hatl szerepére vonatkozo kisérleti adatok nem alltak
rendelkezésre. A Hatl delécioval kapcsolatos eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy mint
az mas tanulmanyokban is szerepelt és amint sajat kromatin szervez6dési vizsgalatunk - mely
szerint a Hatl PEV szuppresszor hatasu - is alatimasztani latszik, a Hatl egy zartabb
kromatin szerkezet kialakitasaban vagy fenntartasaban vehet részt. Ez lehet az oka annak,
hogy a Hatl részleges hianya csokkentette a Huntington-kor kivaltotta neurodegeneracio
mértékét. Ez a neurondlis tulélésre kifejtett hatas ellentétes irdnyu a nuklearis hiszton
acetiltranszferazoknak (dCBP/nejire és Pcaf/gcn5) a Huntington-kor modellekben megfigyelt
hatasaval. 2 2 Feltételezésiink szerint a Hatl delécié kovetkeztében jelenlévd csokkent
H4KS5 és K12 acetilacio olyan modon lehet pozitiv hatassal a neurodegeneraciora Huntington-
koér modellben, hogy mint azt a His4r kisérleteinkben tapasztaltuk, a nem acetilalt hiszton
fehérjék magasabb szinten vannak jelen a sejtekben és az acetilacidé hidnyaban el6fordulhat,
hogy ezeknek a hiszton fehérjéknek a kromatinba épiilése lassul, vagy gatolt, ami
magyarazhatja az altalunk vizsgalt Hatl delécios embriok fejlodési csuszasat is, illetve a
pozici6 effektus variegacids tesztjeink soran tapasztalt nyitottabb kromatin szerkezetet is.
Elképzelhetd, hogy ebben foként a K12 acetilacionak lehet szerepe ¢és ezért volt a
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feltételezhetdéen aktiv transzkripcids helyeken szerepet jatszo Hisdr fehérje K12
modositasainknak letalis hatdsa muslica HD modellben.

His4r varians hiszton fehérjék acetilaciés mddositdsainak hatasa Huntington-kér modellben

Egyes hiszton deacetilaz enzimek gatlasa enyhitd hatassal van a Huntington-kor
modellekben megfigyelhetd fenotipusokra 29 200 2°6 255 252 234 foltehetéen legaldbb részben a
hiszton fehérjék acetilacids szintjének modositasa altal. Az azonban nem feltart, hogy mely
hisztonok melyik aminosavainak modositasai birnak jelent6sséggel ebben a folyamatban.
Ezért célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk a H4 hisztonnal megegyezé aminosav sorrendi
His4r hiszton kiilonbozé acetildcidos allapotainak hatasat a Huntington-koér muslica
modelljében.

Annak vizsgalatara, hogy a hiszton deacetilazok gatldsa esetén, és sajat kisérleteinkben a
Hatl hidnya esetén, a mutans Htt okozta tiinetek enyhiilésében mely hiszton poziciora
gyakorolt hatas jatszhat szerepet, olyan kisérletet terveztiink, melynek sordn a His4r hiszton
fehérje egyes acetilalhato lizinjeinek szerepét vizsgaltuk pontmutéaciok segitségével. Glutamin
cserével acetilalt, arginin cserével pedig modositatlan lizineket mimikaltunk az 5-6s, 8-as, 12-
es és 16-os pozicidkban. Valasztasunk azért esett a His4r fehérje vizsgalatara, mert aminosav
szekvencidja megegyezik a kanonikus H4 hiszontéval, azonban a kanonikus génklaszteren
kiviil, csak egy kopidban talalhaté meg a genomban ¢és a hiszton gén klaszterben talalhatéd
hisztonoktdl eltérden kifejez6dése nem kapcsolt a replikacioval. Az altalunk vizsgalni kivant
modositasokat hordozé Hisdr pontmutans vektor konstrukciokat gy terveztiik meg, hogy
tartalmazzék az intronikus régiokat, hogy a His4r-nek a kanonikus H4 hiszton fehérjétdl
esetlegesen eltérd, splicing szintjén megvalosuld expresszids szabalyozdsa megmaradjon. A
H3.3 hiszton variansok esetén megfigyelhetd, hogy a kanonikus H3 hisztont a
transzkripciosan aktiv génszakaszokon cserélik le 2. Feltételezziik, hogy ez a H4 - His4r
fehérjékre 1s 1gaz lehet, azaz, hogy a His4r lecserélheti a H4 hisztont posztreplikativ sejtekben
az akitv géneken. Azt feltételeztiik, hogy ezen tényezOk kovetkeztében az életképességet
kevéssé befolyasolo, elsGsorban az aktiv génekre korlatozott hatasu, jol vizsgalhatd modell
rendszert hozunk létre.

Az UAS-His4r pontmutans transzgéneket hordozod Drosophila torzseket validaltuk a
beépiilt transzgén szekvenaldsaval, az RNS és fehérje expressziojuk szintjének tesztelésével
¢és az expresszalt fehérjék sejten beliili lokalizacidjanak vizsgélataval. A szekvencidk minden
esetben hordoztdk a megfeleld szubsztitiiciot. Az RNS expresszid a transzgénekrdl megfeleld
volt és nem mutatott egymashoz képest szamottevd eltérést. Azonban a fehérje expresszids
szint vizsgalata soran azt az érdekes eredményt kaptuk, hogy az acetilaciot mimikalod
modositasok minden esetben alacsonyabb fehérje szintet mutattak a modositatlan lizint
mimikal6 argininnel helyettesitett valtozatuknal. Ennek oka valészintileg valamilyen fehérje
stabilitasi eltérés, a modositas kovetkeztében megvaltozhatott a fehérjék expresszidja vagy
féléletideje. Ennek ellenére a fehérje lokalizacids vizsgalat minden esetben azt mutatta, hogy
a Hisdr transzgenikus fehérjék bejutnak a sejtmagba.

A H4 N-terminalis része szerepet jatszik a nukledris transzport folyamatban. A H3 és H4
kompetal a Kap123 / IPO4 importinhoz kétddésben. A H4 K16 a masodik lizin-ko6té zsebhez
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képes kapcsolodni és ennek a pozicionak a glutaminra valtoztatasa, vagyis a pozitiv toltés
semlegesitése, csokkenti a H4 affinitasat az inportinhoz. A H4 K5 és K12 hasonlé mutacidja
még jobban lecsokkenti a H4 affinitasat a Kap123 / IPO4 -hez, tehat ezek a pozicidk szintén
szerepet jatszanak a karyopherin felismerésben. 2 Egyes eredmények szerint a H4 K5 és K12
acetilacio inkabb gatolja, mintsem el8segiti a nuklearis importot. *® **# Amennyiben a H4 N-
terminalis lizinjeinek acetilalt allapota akadalyozza a nuklearis transzport folyamatot, az
magyarazatul szolgalhat arra, hogy az acetildciot mimikald moddositdsok miért vannak
alacsonyabb mennyiségben jelen a sejtekben western blot eredményeink szerint.
Elképzelhetd, hogy ezeknek a fehérjéknek gyorsabb a lebontasa, hogy ne akadalyozzdk a
H3:H4 komplexek sejtmagba jutasat.

A validalast kovetd elsO kisérleteink a transzgének fenotipusra gyakorlot hatasdnak
tesztelésére iranyultak. Az UAS-His4r transzgének neuronalis expresszidjanak nem volt
hatésa az egyedek életképességére és onmagukban nem okoztak retindlis neuronpusztulést.
Tehat a Huntington-kor Drosophila modelljében vald tesztelés soran tapasztalhatd
fenotipusbeli eltérések a betegségre kifejtett specifikus hatasnak tulajdonithatdak.

A mutans Huntingtin (mHtt — UAS-HttQ120) és UAS-His4r transzgént egyiittesen
expresszald egyedeken életképesség, élettartam és neurodegeneracids vizsgalatot hajtottunk
végre. A mHtt és az UAS-His4dr egyiittes expressziojanak hatasara romlott az egyedek
¢letképessége, a csak mHtt-t expresszalo ,,beteg” kontroll allatokhoz képest. Azonban a vad
tipusi UAS-His4r és mHtt transzgént expresszaldo kategérianal jobb életképességet és
hosszabb élettartamot mutattak a K8Q és K16Q modositasokat hordozo UAS-His4r transzgént
expresszaldo egyedek. A neurodegeneracios vizsgalat sordan a K5Q, K16Q és KI6R
modositasok mutattak pozitiv hatést.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a KSR modositas szignifikdnsan rontotta az
¢letképességet Drosophila HD modellben, a K5SQ mddositas pedig szignifikansan jotékony
hatassal volt a neurodegeneraciéra (a KSR moddositds hatdsanak vizsgalatat a
neurodegeneraciora nem tudtuk elvégezni az egyedek nagymértékii életképesség és élettartam
csokkenése miatt). A H4KS5 acetilaciorol egérben leirtdk, hogy szerepet jatszik a memoria
folyamatokban és a H4KS5ac korreldl a hippokampuszban a génexpresszioval. 305 Ami
magyarazatul szolgalhat arra, hogy a His4r-K5Q acetilaciot mimikalé modositas neuronalis
expresszidja pozitiv hatassal volt a Huntington-kor okozta acetilacié cs6kkenésre.

A K8R moédositds HD modellben az egyedek szignifikdns életképesség csokkenését
okozta, mig a K8Q modositas javitott az egyedek életképességén és élettartaman is. A H4K8
acetilaciorol leirtak, hogy sziikséges a kromatin dekompaktalodashoz a replikacid soran,
ugyanis S. pombe-ban a H4 K8R hiszton expresszid részlegesen akadalyozta a kromatin
dekondenzaciot. **® Ez magyarazhatja a His4r-K8Q acetilaciot mimikald modositas pozitiv
hatasat, ami lehetséges, hogy Huntington-kor kivaltotta transzkripcionalis diszregulacid
mérséklésén keresztiil valdosul meg.

A H4K12 acetilaciorol szintén leirtak, hogy sziikséges a kromatin dekompaktaloédashoz a
replikaciéo soran, ugyanis S. pombe-ban a H4 KI12R hiszton expresszid6 (a H4 K8R
modositashoz hasonldan) részlegesen akadéalyozta a kromatin dekondenzéciot. 306 A H4K12
acetilacios jelet 0sszefiiggésbe hoztak a kor-fliggd memoria karosodassal is. 307 Tovabba HD
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egér modellben altalanos H4K12ac csokkenés volt jellemz6 a hippokampalis agyi régiokon,
ezért a neuronalis H4K 12 deacetilacié egy biomarkere lehet a hippokampalis degeneracidval
sszefliggésben 4llo epigenetikai diszregulacionak. 2 Ezért elképzelhetd, hogy a H4K12
dinamikus acetilacids szabalyozédsa olyan fontos szerepet jatszik a megfeleld neuronalis
miikddésben, hogy az altalunk létrehozott His4r-K12R ¢és K12Q modositasok expresszidja
ezért nem ¢letképes HD modellben.

A H4K16 poziciordl felfedezték, hogy részt vesz a magasabb szervezddésii kromatin
struktara kialakuldsaban ¢és acetilacidja gatolja tobbek kozott a 30 nm-es rost formalodast in
vitro. A H4Kl16ac valosziniisithetden csokkenti az ISWI kromatin atrendezd faktor és a
nukleoszoma kozotti kolesonhatast is. 3% Ezért lehetséges, hogy az altalunk vizsgalt His4r-
K16Q modositas pozitiv hatdsa csak az alacsony fehérje szintnek koszonhetd, azonban a
His4r-K16R acetilalatlan allapotot mimikald modositas expresszidjanak neurodegeneraciot
szignifikansan enyhitd hatdsa ezen a kromatin szervezddésben betoltott szerepen keresztiil
hathat.

crer

A CBP/p300 specifikusan acetilalja a H2A és H2B minden acetilalhatoé poziciojat, a H3
K14, K18 (és kisebb mértékben a K23 poziciét is), valamint a H4 K5, K8 pozicidkat (¢s
kisebb mértékben a K12 és K16 pozicidt is). A Pcaf elsdsorban H3K 14 acetilaciot végez, de
H4K8 acetilacios aktivitasa is van. *®° Ezekrél az enzimekrl mar bizonyitast nyert, hogy
szerepet jatszanak a Huntington-kor pathogenezisében. A deacetilaz gatlok, amelyek a Sir2
vagy Rpd3 hiszton deacetilazokon keresztiil hatva csokkentik a CBP/p300 és Pcaf
csapddzodasa ¢és az acetilacio csokkenése révén kialakuld neurodegeneracié mértékét,
elképzelhetd, hogy Osszefiiggésbe hozhatdak az altalunk vizsgalt acetilaciot mimikaldé His4r
transzgének pozitiv hatasaval, elsésorban a His4r-K8Q modositassal. Igy lehetséges, hogy a
dCBP és Pcaf altal kialakitott H4K8 acetilacio fenntartasan keresztiil fejtik ki jotékony
hatasukat a hiszton deacetilaz gatlok, ami magyarazatul szolgalna a His4r-K8Q expresszio
pozitiv és a His4r-K8R modositas életképességet és élettartamot negativan befolyasolo
hatasara Drosophila HD modellben.

A Huntington-kor okozta hiszton acetilacios valtozasok csokkentésére széles spektrumil
hiszton deacetilaz gatlokat (fenilbutirat, valproinsav, SAHA) alkalmaznak a klinikumban. Ha
a betegség patomechanizmusaban szerepet jatszo hiszton poziciokat célzottan lehetne kezelni,
az hatékonyabb terapids lehetdséget nyujthatna kevesebb sziikségtelen mellékhatassal. A H4 /
His4r K8 pozicid lehet egy ilyen potencialis target a jovoben. Tovabba a Hatl gatlasaval
feltehet6en a kromatin szerkezet nyitotabba valasan keresztiil megvalosulo Huntington-korra
kifejtett neurodegeneraciot enyhitd hatas szintén egy hatasos lehetdségnek tlinhet.
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VIII. Osszefoglalas

A Huntington-kor egy olyan dominansan 6roklodo, kés6éi megjelenésli, progressziv
neurodegenerativ betegség, amely minden esetben halalos kimenetelli, és a mai napig nem
létezik ra hatasos gyogymod. A Huntingtin gén 210 kb hosszlisagl, 67 exont tartalmaz. Az
els6é exonban az open reading frame-en beliil van egy instabil, polimorf CAG trinukleotid
ismétlédés, melynek expanzidja funkcionyeréses (gain of function) mutdcidohoz vezet.
Egészséges személyeknél a CAG ismétlddések szdma 9-36 kozott valtakozik. Mutacid
kovetkeztében a CAG ismétlédések szama 36-121 érték kozé emelkedik, ami megvaltoztatja a
gén funkciojat. Minél hosszabb az ismétlddések szdma, annal gyorsabb és sulyosabb lefolyasu
a betegség. “®° ? A nagyméretli Huntingtin (Htt) fehérje foként a citoplazméaban talélhato
meg, azonban hibas proteolitikus hasitdsok kovetkeztében olyan N-terminalis fragmentumok
keletkeznek, melyek bejutnak a sejtmagba. 2 %

A Huntington-korra jellemzé Gsszetett patomechanizmus egyik eleme a génkifejez6dés
hib4s szabdlyozdsa, amely részben annak tulajdonithatd, hogy a kiilonb6z6 hiszton
modositasok is zavart szenvednek. A HD sordn megfigyelhetd hiszton acetilacios zavarokat
részben a CREB-binding protein (CBP) és a Pcaf hiszton acetiltranszferaz aktivitasa fehérjék
kotddése, mHtt aggregatumokba torténd csapdazodasa okozza. 2*? °2 Drosophila és egér
modellen kimutattdk, hogy a hiszton deacetilazok (HDAC) gatlasa jotékony hatast fejt ki a
HD fenotipusra. 2 ?* 2% Azonban jelenleg nem ismert, hogy mely hisztonok milyen
aminosavain keresztiil érvényesiil a széles spektrumt HDAC-k gatlasaval megvaldosuld
tiineteket enyhitd hatés.

A disszertaciomban bemutatott kisérletsorozattal azt a célt tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk a
Drosophila Hatl H4 hiszton specifikus hiszton acetiltranszferaz, valamint a H4/His4r
acetilacio szerepét normal korlilmények kozott és a mutans Huntingtin fehérje okozta
proteopathids stressz esetén is. A Hatl hiszton acetiltranszferdz funkcidjat még nem
vizsgaltak korabban a Huntington-korral dsszefiiggésben. Ez az enzim féként a citoplazmaban
van jelen és a H4 hiszton 5-0s és 12-es lizinjeinek acetilalasat végzi, ami egy univerzalisan
el6fordulé diacetilacios jel az eukaridta organizmusokban. *** A H4 kanonikus hiszton és
His4r varians hiszton fehérje aminosav szinten megegyezik egymassal, csak expresszios
szabalyozasukban lehet eltérés. %0 Feltételezhetd, hogy a H3 hiszton ¢és annak H3.3
variansaihoz hasonlé modon 2%, az aktivan atirodé génrégiokban a Hisd4r lecseréli a
kanonikus H4 hiszton fehérjét. Ezért a His4r fehérje potencialisan acetilalhaté pozicioit
terveztiik megvizsgalni a Huntington-kér patomechanizmusaban szerepet jatszo lehetséges
epigenetikai targetek keresése céljabol.

Kisérleteinkhez a Huntington-kor Drosophila modelljét alkalmaztuk, amely bizonyitottan
alkalmas a betegség tanulmédnyozasara, ugyanis a meghosszabbodott poliglutamin domént
hordozé mutans Huntingtin fehérje ugyantigy aggregatumokat képez az egyedek agyaban
neurodegeneraciot okozva, és ezzel hasonld mozgasi és cirkadian ritmus zavarokhoz,
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valamint ¢lettartam csokkenéshez vezetve, mint ami a humén pacienseknél megfigyelhetd ’
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Kisérleteinkhez Hatl mutans valamint His4r transzgenikus Drosophila melanogaster
torzseket hoztunk 1étre. A Hatl funkcionalis vizsgalatahoz P-elem remobilizacioval
eldallitottunk egy Hatl delécios torzset, amelybdl a gén kodold régidja szinte teljesen
hianyzik, eltavolitva a HAT domént is, és ennek kisérleti kontrolljaként egy olyan preciz
revertans vonalat, ahol a gén helyredllt a transzpozon kiugrasa utan. Tovabba létrehoztunk
olyan transzgenikus Drosophila torzseket, melyekben a His4r hiszton varians fehérje olyan
indukalhaté valtozatai talalhatéak, amelyek C-terminalis résziikon egy FLAG-tag-et
hordoznak, az N-terminalisan talalhato acetilalhato lizin aminosavak (K5, K8, K12, K16)
pontmutacioi pedig folytonos acetilalt allapotot (lizin (K) — glutamin (Q) csere) vagy
modositatlan allapotot (lizin (K) — arginin (R) csere) mimikalnak. A kisérleteink
kontrolljaként eldallitottunk egy olyan transzgenikus torzset is, amely a His4r gént
modositatlan formaban hordozza. Mivel a Hatl a vizsgalt eukariota organizmusokban a H4
hiszton 5-6s és 12-es lizinjeinek acetilalasat végzi, ezért létrehoztunk egy olyan His4r
szubsztitlcios torzset is, melyben mind az 5-6s, mint a 12-es lizint kodolo tripletet kicseréltiik
arginint kifejezére, (amely modositatlan allapotot mimikéal mindkét pozicidban,) vagyis egy
olyan koriilményt utanoz, ahol a Hatl hiszton acetiltranszferaz nem acetilalja a His4r hisztont.

Mind a Hatl deléciés mutans, mind a neuronalisan UAS-His4r transzgént expresszalo
vonalak életképesnek és fertilisnek bizonyultak. A Hatl delécidé azonban kismértékii szemi-
letalis fenotipushoz vezetett.

A Hisd4r transzgenikus torzsek validalasa soran a transzgének kifejez6désével kapcsolatban
azt allapitottuk meg, hogy mig mRNS szinten nincs jelentds eltérés a kifejezodésiik
mértékében (ahogy azt a helyspecifikus transzgén integracid esetén vartuk), addig a fehérjék
neuronalis mennyisége az adott mddositas fliggvényében valtozik. Az acetilaciot mimikald
glutamin modositas minden pozicid esetén alacsonyabb fehérje expressziot eredményezett a
modositatlan lizint mimikalé arginin modositasnal. Feltételezhetéen valamilyen fehérje
expresszio vagy lebontasbeli kiilonbség okozza az acetilalt lizint mimikal6 modositasok
esetén a csokkent fehérje szintet. Ennek ellenére fenotipusbeli kiilonbséget neuronalis
expresszi0 esetén nem tapasztaltunk a torzsek kozott, életképesség csokkenés és
neurodegeneracié nem volt megfigyelhetd. A transzgenikus, pontmutans His4r fehérjék sejten
beliili lokalizaciojat fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgalva megallapitottuk, hogy mindegyik
modositott fehérje valtozat bejutott a sejtmagba, lokalizaciojukban nem volt kiilonbség.

A Hatl delécidés mutans fukcionalis vizsgalatanak elsé lépéseként az enzim targetjeinek
meghatarozasara fokuszaltunk. Eredményeink a korabbi megallapitasokkal egybecsengenek, a
H4 hiszton 5-6s és 12-es lizinjeinek acetilalasat végzi, amely aktivitas specifikusnak tiinik
erre a két poziciora (a 8-as pozicid acetilacids allapotdban nem tortént valtozas). Meglepd
modon 0-6 Oras delécids mutans embriokban ez az aktivitds csaknem teljesen eltlinik.
Tovéabba a Hatl hidanya a H3 hiszton 18-as lizinjének acetilacios allapotat is befolyasolja, ami
viszont egy indirekt hatas eredménye lehet, ugyanis korabbi irodalmi adatok alapjan a Hatl-
nek nincsen H3 specifikus katalitikus aktivitasa 85175,

A korabbi elképzelések szerint a H4 K5 és K12 diacetilacid, amely az eukaridta
organizmusokban egy univerzalis citoplazmatikus hiszton modositas, sziikséges a H4 hiszton
sejtmagba jutasahoz. Ezért modositatlan 5-6s és 12-es lizineket mimikald (lizin - arginin
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csere) His4r konstrukciot, illetve Hatl delécios hattéren vad tipusi His4r konstrukciot
hordozé transzgenikus allatokon teszteltikk ezt a hipotézist. Konfokalis mikroszkdpidval
sikeriilt megallapitanunk, hogy mind a vad tipusu His4r transzgenikus fehérje a Hatl hidnya
esetén, mind az acetildlhatatlan His4r transzgenikus fehérje vad tipusu hattéren sejtmagi
lokalizaciot mutat. Tehat a KSK12 diacetilacios modositds nem nélkiilozhetetlen a H4 / His4r
hiszton sejtmagba jutasahoz.

A Hatl deléci6 hatasara jelentkezd jelentdsebb molekularis valtozasok ellenére nincs
kifejezett hatdsa sem az allatok hdstressz tlirésére, sem a cirkadian aktivitasukra. Pozicid
effektus variegacios tesztlink alapjan részt vehet egy zartabb kromatin szerkezet
kialakitdsaban vagy fenntartdsaban. Ezért transzkriptomikai analizist is végeztiink a Hat1 altal
befolyasolt génexpresszids valtozasok vizsgalatdra. Az RNS expresszids vizsgalat alapjan
tobb, mint 2000 gén expresszids mintazata valtozott meg szignifikansan az enzim hidnyaban
6-12 o6ras embriokban. Ezen génexpresszids valtozasok 2/3-a emelkedett expressziot
(upregulaciot), 1/3-a pedig csokkent expressziot (downregulaciot) mutatott. A valtozasok
jelentds része egy fejlédési késésnek tulajdonithatd, ami lehet egy megvaltozott kromatin
szervezddés eredménye, azonban a megemelkedett génexpresszios valtozasok kb. 10%-a, a
csokkent génexpresszios vatozasoknak pedig kb. a 30%-a nem magyarazhatd ezzel a
jelenséggel. Ezek koziil a gének koziil a biologiai folyamatokban vald részvételiik szerint a
Hatl delécios mutans embriokban megemelkedett expresszioju gének foként fejlodési és
transzlacios szabalyozok, a lecsokkent expreszioju gének pedig alap metabolizmusban részt
vevO faktorokat kodolnak.

A Hatl-nek a mutans Huntingtin kivaltotta proteopatias stresszre gyakorolt hatasat a
betegség transzgenikus modelljében tesztelve azt tapasztaltuk, hogy a foként citoplazmatikus
Hatl részleges hianya - eltéren az eddig vizsgalt nuklearis acetiltranszferaz enzimekté] 2°2 #°
— csokkentette a neurodegeneracid mértékét. Mivel korabbi megallapitasaink szerint a Hatl
részt vehet a zart kromatin szerkezet kialakitasaban, ezért elképzelhetd, hogy a részleges
hidanya esetén kialakuld nyitottabb kromatin szerkezet az oka a tiinetek enyhiilésének.

A His4r szubsztituciok esetén valtozatos eredményeket kaptunk. Az UAS-His4r transzgént
vad tipusu formaban expresszald egyedek életképessége is jelentdsen csokkent a csak mHtt-t
expresszald ,,beteg” kontroll egyedekhez képest. Egyik modositott His4r transzgént hordozo
kategoria életképessége sem érte el a csak mHtt fehérjét expresszalo egyedekét, a Hisdr gént
vad tipusu formaban expresszalo egyedeknél azonban a 8-as és a 16-os pozicidban acetilaciot
mimikalé (lizin - glutamin csere) modositast hordozok jobb életképességlinek bizonyultak. Az
5-0s pozicidban acetilaciot mimikalé moédositast hordozo allatok kis mértékben mutattak
rosszabb kikelési aranyt a modositatlan His4r gént hordozokhoz képest. A 12-es pozicidoban
modositast hordozo6 egyedek pedig egyaltalan nem keltek ki. Azonban az életképes kategoriak
esetén a modositatlan lizint mimikalé (lizin — arginin csere) modositas minden esetben
gyengébb ¢letképességet mutatott a tobbi kategoéridnal. Az élethossz vizsgalatok alapjan
szintén a 8-as és 16-os poziciok valtozasai tlintek pozitiv iranyba befolyasold hatastinak. A
neurodegeneracios vizsgalat sordan a 16-os pozicid szintén pozitiv taldlat volt, azonban az 5-6s
pozicid acetilaciot mimikald modositasa is jotékony hatastnak bizonyult.
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A fenotipusbeli javulasok alapjan az UAS-His4r transzgének koziil az 5-6s és a 8-as
pozicio acetilaciojat mimikald modositasok, valamint a 16-0S pozicid tiinnek potencidlisan
pozitiv hatdsunak a Huntington-kor patogenezisére. Azonban ezek koziil az K5Q ¢és K16Q
acetilaciot mimikald modositasok fehérje expresszios szintje valamilyen processzingbeli
eltérésnek koszonhetden sokkal alacsonyabb mas modositott valtozatokéndl. Ezért a fenotipus
javulasok oka ezekben az esetekben lehet az alacsonyabb mennyiségli fehérje szint. A
neurodegeneracios vizsgalatok és a fehérje expresszios adatok alapjan gy tiinik, hogy a
His4r-K8 pozicio acetilalt allapota és His4r-K16 pozicio acetilalatlan allapota jelentOséggel
birhat a Huntington-kor patomechanizmusaban.
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IX. Summary

Huntington’s disease (HD) is a fatal, dominantly inherited, late-onset, progressive
neurodegenerative disorder, for which there is no available cure or effective treatment. The
human Huntingtin (HTT) gene is 210 kb long and consists of 67 exons. In the first exon of
HTT there is an unstable polymorphic CAG trinucleotide (encoding for glutamine, Q) repeat,
which, if expands over a certain repeat length causes gain of function mutation. In healthy
individuals the number of CAG repeats are between 9 and 36. If the number of CAG repeats
exceeds 36 repeat units, the resulting elongated polyglutamine domain changes the properties
of the Huntingtin protein and induce the complex pathogenesis of HD. Longer repeats cause
earlier disease onset and more severe symptoms. 2%¢ 2

The large Huntingtin (Htt) protein is mainly localized to the cytoplasm, but incorrect
proteolytic cleavage of mutant Htt (mHtt) results in short N-terminal fragments that can be
imported to the nucleus. 2°” 2 A main part of the multifaceted pathomechanism of HD is the
dysregulation of gene expression, which partially caused by disturbed modification of
histones. CREB-binding protein (CBP) and PCAF histone acetyltransferases, among others,
bind to mHtt proteins, which leads to incorrect histone acetylation in the HD. 2% %% |n
Drosophila and mouse HD models some inhibitors of histone deacetylases (HDACS) were
shown to ameliorate the HD symptoms previously. 2°% 2°3 2* However, it is still not elucidated
that the acetylation state of which lysine residues of which histone proteins might play a
crucial role in the alleviating effect of broad spectrum HDAC inhibitors.

In the experiments that form the basis of my Ph.D. thesis our aims were to study the
functions of the histone H4 specific Drosophila Hatl histone acetyltransferase and to examine
the potential involvement of Hatl and specific H4/His4r acetylation states in protheopathic
stress conditions caused by mutant Huntingtin. The function of Hatl has not yet been
characterized in connection with the Huntington’s disease. This enzyme is mainly localized in
the cytoplasm and acetylates the 5th and 12th lysines (K) of nascent histone H4. This H4-
K5K12 diacetylation is a universal mark in eukaryotic organisms. **> Canonical H4 and the
His4r variant histone proteins have identical amino acid sequences but the regulation of their
expression is different. * We hypothesized, that similarly to the case of histone H3 and its
variant H3.3 2** canonical H4 histone is replaced by His4r at sites of active gene expression.
Based on this assumption we decided to study those lysines of His4r, which can be acetylated
to find epigenetic marks that are involved in the pathomechanism of Huntington’s disease.

For our experiments | used a Drosophila model of HD that was proven to be appropriate to
study the cellular aspects of HD pathogenesis. In this model expression of an N-terminal
fragment of mHtt leads to effects similar to those characteristic for the human disease: mutant
Huntingtin  protein forms intracellular aggregates in the brain of flies, cause
neurodegeneration, movement and circadian rhythm defects, and reduced lifespan. 2°7 2%

We generated Hatl mutant and UAS-His4r transgenic Drosophila melanogaster strains.
The Hat1*” amorphic mutant was generated by P-element remobilization that resulted in the
deletion of almost the whole coding sequence of the gene including the HAT domain. For
experimental control we chose a precise revertant line in which the gene was restored after
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remobilization of the transposon. We also generated transgenic Drosophila strains that carry
inducible His4r histone transgenes that are labeled with a C-terminal FLAG-tag and contain
substitutions in their N-terminal tail regions that mimic the acetylated (lysine (K) to glutamine
(Q) change) or unacetylated/unmodified forms (lysine to arginine (R) change) of specific
lysine residues (K5, K8, K12, K16). For experimental control we made a transgenic line that
carries a wild-type (not modified) His4r gene. We also made a transgenic line with K5 and
K12 double substitutions to arginine (K5R-K12R) to imitate a condition in which the target
lysine residues of the Hatl histone acetyltransferase cannot be acetylated. The Hatl mutant
and the neuronally expressed His4r transgenes were viable and fertile, although loss of Hatl
caused mild sub-lethality.

During the validation of the His4r transgenic strains we found that the expression of the
transgenes did not differ at the mRNA level (as we expected because of the site specific
integration), but their protein levels if expressed in neurons depended on the specific
substitution. The K to Q substitutions that mimic the acetylated state showed lower protein
levels in every position than K to R substitutions that mimic unacetylated/unmodified state.
Presumably, lower protein levels in the case of acetylation mimetic His4r proteins is caused
by differences in the protein expression, processing or turnover. However, based on
fluorescence microscopy analysis the cellular localization of the various modified His4r
proteins was alike, all variants showed nuclear localization. To ascertained that the His4r
point mutant transgenes are not neurotoxic we analyzed the phenotypes of the strains and
found that neuronal expression of the various His4r mutants did not cause neurodegeneration
or reduced viability.

Our first step in the functional analysis of Hatl mutant was the identification of the targets
of the enzyme. Our results, similar to previous observations in other species, indicate that
Hatl acetylates the K5 and K12 lysine residues of histone H4 and this activity seems to be
specific for these positions as the acetylation state of H4K8 did not change. Interestingly, in 0-
6 hours old Hatl mutant embryos these H4K5 and K12 acetylations almost completely
disappeared. Furthermore, lack of Hatl influenced the acetylation state of the H3K18 residue,
that presumably, is an indirect effect because according to previous studies Drosophila Hatl
does not have H3 specific catalytic activity ® 17

As cytoplasmic diacetylation of K5 and K12 residues of nascent histone H4 is a universal
post-translational histone modification in eukaryotic organisms it was hypothesized that it
might be necessary for the nuclear transport of H4. To test this hypothesis we generated a
transgenic strain carrying a His4r-K5RK12R transgene mimicking unacetylated/unmodified
lysine residues at these positions (with lysine to arginine change) and a strain that carries a
wild-type His4r construct in Hatl null background. Using immunofluorescence confocal
microscopy we found that both transgenic wild-type His4r in Hatl null background and
transgenic His4r-K5RK12R proteins in wild-type background showed correct nuclear
localization. Consequently, the K5K12 diacetylation mark is not necessary for the nuclear
import of H4 / His4r histones.

Despite of the significant molecular changes in Hatl mutants, it has no remarkable effects
on the heat stress resistance or the circadian rhythm of the flies. Using position effect
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variegation analysis we found that Hatl may play a role in the formation or maintenance of
closed chromatin. Therefore, we performed RNA-seq transcriptome analyzis to identify and
analyze gene expression changes caused by the lack of Hatl. Our data shows that the
expression of more than 2000 genes changed significantly in 6-12 hours old Hatl null
embryos. 2/3 of the genes showing altered expression levels were upregulated, while 1/3 were
downregulated. The majority of the observed transcriptional alterations were presumably the
consequence of a developmental delay, which could be explained by altered formation and
structure of chromatin. However, dysregulated transcription in 10% of the upregulated genes
and 30% of the downregulated genes could not be explained by phenomena. Most of the
upregulated genes in this group play roles in developmental and translational regulation while
the majority of the downregulated genes encode factors that participate in metabolism.

While examining the effects that the mainly cytoplasmic Hatl exert on mutant Huntingtin
induced phenotypes in the transgenic model of the disease we found that, contrary to the
previously examined nuclear histone acetyltransferase enzymes %22 its reduced levels
ameliorated neurodegeneration. As we previously found that Hatl may play a role in the
formation of closed chromatin, it is conceivable that a more relaxed chromatin structure
caused by reduced levels of Hatl is the reason for the reduced symptoms.

In the analysis of UAS-His4r epigenetic mark mimetic substitutions we have got diverse
results. The co-expression of wild-type His4r transgene along with mHtt reduced lifespan
compared to the lifespan of contol flies expressing mHtt only. We found that none of the mHtt
— His4r™™e co-expressing categories had improved viability compared to mHtt expressing
control flies, but flies co-expressing mHtt and acetylated lysine mimicking (lysine to
glutamine change) K8Q or K16Q mutated His4r transgenes had better viability than flies co-
expressing mHtt and wild-type His4r. The acetylation mimetic K5Q substitution had a modest
worsening effect on viability compared to the wild-type His4r transgene expressing flies in
the HD model. Both His4r K12Q and K12R modified transgenes were lethal if co-expressed
with mHtt. In general, in the case of each tested His4r lysine residue (except for K12
modifications that gave no viable offspring) unacetylated lysine mimetic His4r transgenes had
lower viability if co-expressed with mHtt than acetylation mimetic His4r transgenes.
Furthermore, His4r K8Q and K16Q acetylation mimetic modifications had also positive effect
on lifespan. In neurodegeneration tests we found that besides the K16Q substitution the K5Q
modification had a positive effect on the survival of photoreceptor neurons.

Among the post-translational modification mimetic UAS-His4r transgenes the acetylation
mimetic K5Q, K8Q and both of the K16 modifications had positive, relieving effect on some
of the phenotypes of the HD model flies. However, the His4r K5Q and K16Q proteins showed
lower protein levels feasibly due to different protein processing and turnover. Therefore, the
reason for the observed positive effects on HD phenotypes in these cases is most likely the
lower level of His4r protein. Based on protein expression data and results of the
neurodegeneration assays acetylation mimetic His4r-K8Q and the unacetylated mimetic
His4r-K16R transgenes had a significant, protein level independent positive effect on the
pathomechanisms induced by mutant Hitt.
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