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BEVEZETES

A Huntington-kér egy késOn megnyilvanulé neurodegenerativ megbetegedés,
amely els6sorban a stridtumot érinti, és fokozatosan kialakul6 motoros,
kognitiv és pszichologiai zavarokkal jar. A Huntington-kor egy legalabb
kilenc dominans mdédon 6roklédé neurodegenerativ megbetegedést magéaba
foglald csoport tagja. Ezeknek az un. poliglutamin betegségeknek a kivalto
oka a betegségekért felelds génekben taldlhatd instabil CAG trinukleotid
ismétlédések megsokszorozddasa, amelyek fehérje szinten egy megnyult
poliglutamin domeént kdédolnak. A mutans Huntingtin  (Htt) fehérjék
kolcsonhatasba 1épnek egymadssal, ami oligomerek ¢és aggregatumok
kiilonbozé formainak felhalmozodéasat eredményezi. Az aggregatumok
kialakuldsa dnmagaban is karos lehet a sejt szamara; de a mutans Htt ezen
talmenden szamos mas fehérjével is aberrdns modon hat kdleson, ami a sejt
homeosztazisanak felboruldsaval, az idegrendszer miikkodésének zavaraval, és
végiil halallal jar.

Az abnormalis interakciokban egyes transzkripcios regulatorok, mint
példaul a hiszton acetiltranszferazok és metiltranszferazok is részt vesznek,
ami a nukleoszoma modositdsok egyenstulyanak felboruldsahoz ¢és a
helyreéllitani az acetilacidés egyensulyt, szamos modell rendszerben
igéretesnek bizonyultak a mutdns poliglutamin fehérje kéaros hatdsainak
enyhitésére, koziilik néhany hiszton deacetilaz (HDAC) gétld szer klinikai
vizsgalat alatt all. Az itt leirt kutatasi eredmények a hiszton deacetilazoknak a
Huntington-kor patogenezisében jatszott szerepét kivanjak megvilagitani.

Mivel a Huntington-kér egygénes oroklodésii, a betegség folyamatat

jol lehet modell szervezetekben vizsgalni, amelyek egyike a Drosophila



melanogaster. Laboratoriumunkban létrehoztuk a kor muslica modelljét,
amely a human megbetegedés szamos vonasat, igy az intracellularis
aggregdtumok megjelenését, a fokozatos neurodegenerdciot, a motoros
funkci6 zavarait, alvas problémakat ¢és a korai halalt is mutatja. A
Drosophilaban rendelkezésre allo genetikai eszkozok ¢€s technikak széles
tarhazat kihaszndlva megvizsgaltuk a mutans Htt fehérjét kifejezd allatok
fenotipusanak valtozasait a HDAC aktivitds fliggvényében. Eredményeink
szerint csupan néhany hiszton deacetilaz gatlasa noveli az allatok
muslicdk mozgésképességét. Kimutattuk, hogy hatasukat az aggregaciod
folyamatdnak befolyéasolasa nélkiil fejtik ki. A sirtuin HDAC dozisanak
csokkentése a legyek ¢éjszakai alvdszavarait is menekiti. Kimutattuk, hogy a
muslicak etetése butirat HDAC gatlo vegyiilettel korrigalja a H3 hiszton K27
lizinjének hipoacetildciojat, valamint hogy a HDAC aktivitds modositasa
képes helyredllitani diszregulalt gének egy csoportjanak transzkripcidjat.
Eredményeink arra utalnak, hogy azok a stratégiak, amelyek az Rpd3,
a Sir2 és a Sirt2 hiszton deacetilazok aktivitdsanak specifikus gatlasat
célozzdk meg, kiilondosen amennyiben kombinacioban alkalmazzak Oket,
hatékonyak lehetnek neuronok védelmében, igy igéretes terapidnak

bizonyulhatnak a Huntington kor kezelésére.



CELKITUZESEK

1. Uj technikakat fejlesztiink ki a mutans Huntingtin okozta degeneracio
mérésére, melyekkel megerdsitjiik azt az eredményt, hogy a hiszton

deacetilaz gatlo vegyiiletek csokkentik a fotoreceptor neuron degeneraciot.

2. Leteszteljiik a sirtuin gatld vegyiiletek Htt patogenezisre gyakorolt hatasat.

3. HDAC gének mutans alléljeinek felhaszndldsaval azonositjuk a

Huntington-kor patogenezisében szerepet jatszd deacetilazokat.

4. Megvizsgaljuk, hogy a HDAC aktivitds manipulalasa meghosszabbitja-e a
rovid eletli HetexIp Q93 legyek élettartamat.

5. Jellemezzikk a mutans Htt-t expresszald allatok cirkadian ritmusat.

Korrigalja-e a Sir2 szintjének csokkentése az abnormalis alvas fenotipust?

6. Leteszteljik a széles spektrumu HDAC inhibitor butirdtnak a mutans
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7. Megvizsgaljuk, hogy a globdlis hiszton acetildci6 szintje megvaltozik-e
Httexlp Q93 legyekben. Amennyiben igen, helyredllithato-e HDAC

inhibitorok alkalmazasaval?

8. Megvizsgaljuk, hogy HDAC mutansok milyen hatast gyakorolnak olyan
gének expresszidjara, amelyek transzkripcidjanak szabalyozédsa zavart

szenved mutans Htt jelenlétében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vegyliletek ill. mutans allélek hatasanak tesztelése UAS-Httexlp Q93
transzgent kifejez6 legyekben

RNS interferencia vonalak létrehozasa

A neuron degeneraci6 vizsgalata a pszeudopupil technika alkalmazasaval
A mutans Htt-t kifejez6 legyek motoros aktivitdsanak tanulmanyozésa

Az Osszetett szem pigment tartalmanak mérése

A cirkadian ritmus vizsgalata TriKinetics monitorok segitségével

Larvalis agymintak konfokalis mikroszkdppal valo vizsgalata

Adult feymintak western analizise

Génexpresszio szintjének mérése kvantitativ real-time PCR-rel

Statisztikai analizis



EREDMENYEK

1. Korabban kimutattuk, hogy széles spektrumti hiszton deacetilaz gatlo
szerek (butirat és SAHA) csokkentik a HttexIp Q93 muslicak fotoreceptor
megerdsitsiik, a HttexIp Q93 legyek progressziv motoros zavarait meértiik
negativ geotropizmuson alapulé mdszasi teszttel illetve kilenc utas geotaxis
labirintus segitségével. Azt talaltuk, hogy a butirdt javitja a mutans Htt-t
expresszalo legyek mozgasképességet.

Szem-specifikus gmr-Gal4 driverrel kifejezve a Httexlp Q93 transzgént azt
talaltuk, hogy a szempigmentek mennyisége az Oregedd Httexlp Q93
legyekben csokken, ami a pigmentsejtek fokozatos vesztésére utal. Butirat

etetése ezt a folyamatot lassitja.

2. A Drosophila tiz hiszton deacetilaz enzimje koziil 6t a NAD-fliggd sirtuin
osztalyba tartozik, amelyekre a butirdtnak és a SAHA-nak nincsen hatasa.
Annak eldontésére, hogy a HDAC-ok ezen osztilya is szerepet jatszik-e a
mutans Htt indukalta patogenezisben, sirtuin gatlo szerekkel, koztiik
niacinnal, nikotinamiddal és tobb, Sirt2 specifikus vegylilettel etettiik a

legyeket, és azt talaltuk, hogy mindegyik csokkenti a HttexIp Q93 muslicak

s

3. A HDAC inhibitorok nagy tobbsége szamos fehérjére hat, igy az etetésiik
soran megfigyelt neurodegeneracido csokkenés is lehet szamos hiszton
deacetilaz gatlasanak eredménye, de az is elképzelhetd, hogy elsdsorban egy
vagy néhany HDAC gatlasa a felel6s a megfigyelt hatas zoméért. Hogy e
lehetdségek kozott kiilonbséget tegylink, genetikai modszerekhez fordultunk,



€s az Osszes deacetilazt egyenként leteszteltiik mutans allélek segitségével
(ezek egy részét mi hoztuk 1étre). Azt talaltuk, hogy a HttexIp Q93 patologia
harom HDAC, az Rpd3, a Sir2 és a Sirt2 szintjére érzékeny elsdsorban,
minthogy csak ezek részleges redukcidja csokkenti a fotoreceptor neuronok
HDAC kozil barmely kettére egyszerre mutdnsak, az egyedi mutaciot
hordoz6 legyeknél gyengébb fenotipussal rendelkeznek. Ez arra utal, hogy a
deacetilazok egymastdl fiiggetleniil fejtik ki hatasukat.

4. A mutans Ht transzgén expresszioja jelentésen csOkkenti a legyek
¢lettartamat. Emellett ismert, hogy tobb hiszton deacetilaz fontos szerepet
jatszik az ¢élethossz szabdlyozasdban. Annak eldontésére, hogy a
neurodegeneracio lassitasa az oOregedés folyamatanak befolydsoldsan
keresztiil torténik-e, megvizsgaltuk, hogy azon HDAC-ok, amelyek részleges
gatldsa neuroprotektiv hatdsu, meghosszabbitjdk-e a muslicdk élettartamat.
Vizsgélataink azt mutatjdk, hogy nem ez a helyzet: csak az Rpd3 mutécioja
novelte meg a HttexIp Q93 legyek élettartamat és csak igen kis mértékben.
Ezzel szemben a sirtuin aktivitas novelése Sir2 overexpresszaldé mutdciod
segitségével jelentdsen megnydjtotta az élettartamot, viszont nem
csokkentette a neurodegeneraciot. Kovetkezésképpen az €lethossz novelését

¢s a sejthalal gatlasat szabalyozo folyamatok nem azonosak.

5. A Huntington-kor egyik kovetkezménye a normadlis alvds mintazat
szétesése. A SIRTI/Sir2 hiszton deacetilaz aktivitdsa cirkadian
szabalyozottsdgot mutat, és a fehérje szdmos clock gén promoteréhez
kotddik. Az viszont nem ismert, hogy a Sir2 aktivitdsanak megvaltoztatasaval
az allatok ébrenléti és alvas ciklusa befolydsolhato-e. Megfigyeltilk a vad
tipust és a mutans Htt-t kifejez6 legyek aktivitdsi mintdzatat mind normalis,

mind Sir2 mutans hattéren, és azt talaltuk, hogy a Httexlp Q93 muslicék az



alvaszavar szamos jelét mutatjak: alvasuk fragmentalt, azaz szdmos rovid
szakaszbol all, és nehezen is alszanak el. A Sir2 gén dozisanak csokkentése
ezeket a problémakat korrigalja. Erdekes modon a Sir2 mutaciéja nem segit a
nappali alvaszavarokon, ami arra utal, hogy a Sir2-nek kiilon szerepe van az
¢jszakai €s a nappali aktivitds szabalyozisaban, ami genetikailag ¢és

farmakologiailag is kettévalaszthat6 lehet.

6. A Huntington-kér egyik jellegzetessége a nagyméretli sejten beliili
aggregdtumok megjelenése, amelyek a Huntingtin fehérje vad tipusu és
mutans formdibol, valamint szamos egyéb sejtfehérjébdl allnak; az
Butirattal etetett, mutans Huntingtint kifejez6é larvadk agyaban vizsgélva az
aggregaciot azt talaltuk, hogy a Htt aggregatumok mennyisége nem valtozik
jelentésen a kontroll csoporthoz képest. Ez arra utal, hogy a hiszton
deacetilaz inhibitor neurodegeneracidéra gyakorolt pozitiv hatasa nem a
mutans fehérje aggregacios tulajdonsagainak befolyasolasan keresztiil valosul

meg.

7. A hiszton fehérj€k poszttranszlacios modositasai jelentdsen befolyasoljak a
gének transzkripcios szintjét. A mutdns Huntingtin fehérje abnormalis
kolcsonhatasban all szamos hiszton acetiltranszferaz és egyéb hiszton
modositd enzimmel, ami a nukleoszoma modositasok zavarahoz vezet.
Vizsgalataink szerint a H3K27 lizin acetilacidés szintje Httexlp Q93
legyekben erésen csokkent mértékii. A muslicdk butiratot tartalmazo tappal
vald etetése helyreallitja a vad tipusra jellemz6 acetildcios szintet, ami arra
utal, hogy a butirat neurodegeneraciot csokkentd hatasa legalabbis részben a
hisztonok acetilacidjanak, ¢és ezzel egyiitt a diszreguldlt gének

transzkripciojanak helyreéllitasaval jar.



8. Annak kimutatasdhoz, hogy a HDAC aktivitds manipuldldsa csokkenti a
transzkripcios diszregulaciot HetexIp Q93 legyekben, elészor azonositanunk
kellett olyan géneket, amelyek mutdns Htt-t expresszaldé muslicdkban
abnormalisan fejezOdnek ki. Ezt egy a laboratoriumunkban korabban
végrehajtott microarray kisérlet eredményeit felhasznalva kvantitativ PCR
segitségével végeztiik el. Ezek utdn megvizsgaltuk e gének mRNS szintjét az
Rpd3, Sir2 vagy Sirt2 génekre heterozigota, mutans Htt-t kifejezo
muslicakban, és azt talaltuk, hogy a HDAC aktivitas csokkentése a gének egy

részének transzkripciodjat helyreallitja.
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