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BEVEZETÉS 

 

 

A Huntington-kór egy késın megnyilvánuló neurodegeneratív megbetegedés, 

amely elsısorban a striátumot érinti, és fokozatosan kialakuló motoros, 

kognitív és pszichológiai zavarokkal jár. A Huntington-kór egy legalább 

kilenc domináns módon öröklıdı neurodegeneratív megbetegedést magába 

foglaló csoport tagja. Ezeknek az ún. poliglutamin betegségeknek a kiváltó 

oka a betegségekért felelıs génekben található instabil CAG trinukleotid 

ismétlıdések megsokszorozódása, amelyek fehérje szinten egy megnyúlt 

poliglutamin domént kódolnak. A mutáns Huntingtin (Htt) fehérjék 

kölcsönhatásba lépnek egymással, ami oligomerek és aggregátumok 

különbözı formáinak felhalmozódását eredményezi. Az aggregátumok 

kialakulása önmagában is káros lehet a sejt számára; de a mutáns Htt ezen 

túlmenıen számos más fehérjével is aberráns módon hat kölcsön, ami a sejt 

homeosztázisának felborulásával, az idegrendszer mőködésének zavarával, és 

végül halállal jár.  

Az abnormális interakciókban egyes transzkripciós regulátorok, mint 

például a hiszton acetiltranszferázok és metiltranszferázok is részt vesznek, 

ami a nukleoszóma módosítások egyensúlyának felborulásához és a 

transzkripció diszregulációjához vezet. Azok a vegyületek, amelyek képesek 

helyreállítani az acetilációs egyensúlyt, számos modell rendszerben 

ígéretesnek bizonyultak a mutáns poliglutamin fehérje káros hatásainak  

enyhítésére, közülük néhány hiszton deacetiláz (HDAC) gátló szer klinikai 

vizsgálat alatt áll. Az itt leírt kutatási eredmények a hiszton deacetilázoknak a 

Huntington-kór patogenezisében játszott szerepét kívánják megvilágítani.  

Mivel a Huntington-kór egygénes öröklıdéső, a betegség folyamatát 

jól lehet modell szervezetekben vizsgálni, amelyek egyike a Drosophila 
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melanogaster. Laboratóriumunkban létrehoztuk a kór muslica modelljét, 

amely a humán megbetegedés számos vonását, így az intracelluláris 

aggregátumok megjelenését, a fokozatos neurodegenerációt, a motoros 

funkció zavarait, alvás problémákat és a korai halált is mutatja.  A 

Drosophilában rendelkezésre álló genetikai eszközök és technikák széles 

tárházát kihasználva megvizsgáltuk a mutáns Htt fehérjét kifejezı állatok 

fenotípusának változásait a HDAC aktivitás függvényében. Eredményeink 

szerint csupán néhány hiszton deacetiláz gátlása növeli az állatok 

életképességét, csökkenti a fotoreceptor neuronok degenerációját és javítja a 

muslicák mozgásképességét. Kimutattuk, hogy hatásukat az aggregáció 

folyamatának befolyásolása nélkül fejtik ki. A sirtuin HDAC dózisának 

csökkentése a legyek éjszakai alvászavarait is menekíti. Kimutattuk, hogy a 

muslicák etetése butirát HDAC gátló vegyülettel korrigálja a H3 hiszton K27 

lizinjének hipoacetilációját, valamint hogy a HDAC aktivitás módosítása 

képes helyreállítani diszregulált gének egy csoportjának transzkripcióját.   

Eredményeink arra utalnak, hogy azok a stratégiák, amelyek az Rpd3, 

a Sir2 és a Sirt2 hiszton deacetilázok aktivitásának specifikus gátlását 

célozzák meg, különösen amennyiben kombinációban alkalmazzák ıket, 

hatékonyak lehetnek neuronok védelmében, így ígéretes terápiának 

bizonyulhatnak a Huntington kór kezelésére.    
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CÉLKITŐZÉSEK 

 

 

1. Új technikákat fejlesztünk ki a mutáns Huntingtin okozta degeneráció 

mérésére, melyekkel megerısítjük azt az eredményt, hogy a hiszton 

deacetiláz gátló vegyületek csökkentik a fotoreceptor neuron degenerációt.  

 

2. Leteszteljük a sirtuin gátló vegyületek Htt patogenezisre gyakorolt hatását. 

 

3. HDAC gének mutáns alléljeinek felhasználásával azonosítjuk a 

Huntington-kór patogenezisében szerepet játszó deacetilázokat.  

 

4. Megvizsgáljuk, hogy a HDAC aktivitás manipulálása meghosszabbítja-e a 

rövid élető Httex1p Q93 legyek élettartamát.   

 

5. Jellemezzük a mutáns Htt-t expresszáló állatok cirkadián ritmusát. 

Korrigálja-e a Sir2 szintjének csökkentése az abnormális alvás fenotípust?  

 

6. Leteszteljük a széles spektrumú HDAC inhibitor butirátnak a mutáns 

Huntingtin aggregációjára gyakorolt hatását.  

 

7. Megvizsgáljuk, hogy a globális hiszton acetiláció szintje megváltozik-e 

Httex1p Q93 legyekben. Amennyiben igen, helyreállítható-e HDAC 

inhibitorok alkalmazásával?   

 

8.  Megvizsgáljuk, hogy HDAC mutánsok milyen hatást gyakorolnak olyan 

gének expressziójára, amelyek transzkripciójának szabályozása zavart 

szenved mutáns Htt jelenlétében. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

 

• Vegyületek ill. mutáns allélek hatásának tesztelése UAS-Httex1p Q93 

transzgént kifejezı legyekben  

• RNS interferencia vonalak létrehozása  

• A neuron degeneráció vizsgálata a pszeudopupil technika alkalmazásával  

• A mutáns Htt-t kifejezı legyek motoros aktivitásának tanulmányozása  

• Az összetett szem pigment tartalmának mérése  

• A cirkadián ritmus vizsgálata TriKinetics monitorok segítségével  

• Lárvális agyminták konfokális mikroszkóppal való vizsgálata  

• Adult fejminták western analízise  

• Génexpresszió szintjének mérése kvantitatív real-time PCR-rel  

• Statisztikai analízis 
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EREDMÉNYEK 

 

 

1. Korábban kimutattuk, hogy széles spektrumú hiszton deacetiláz gátló 

szerek (butirát és SAHA) csökkentik a Httex1p Q93 muslicák fotoreceptor 

neuronjainak degenerációját. Hogy ezt az eredményt független módszerekkel 

megerısítsük, a Httex1p Q93 legyek progresszív motoros zavarait mértük 

negatív geotropizmuson alapuló mászási teszttel illetve kilenc utas geotaxis 

labirintus segítségével. Azt találtuk, hogy a butirát javítja a mutáns Htt-t 

expresszáló legyek mozgásképességét.  

Szem-specifikus gmr-Gal4 driverrel kifejezve a Httex1p Q93 transzgént azt 

találtuk, hogy a szempigmentek mennyisége az öregedı Httex1p Q93 

legyekben csökken, ami a pigmentsejtek fokozatos vesztésére utal. Butirát 

etetése ezt a folyamatot lassítja.  

  

2. A Drosophila tíz hiszton deacetiláz enzimje közül öt a NAD-függı sirtuin 

osztályba tartozik, amelyekre a butirátnak és a SAHA-nak nincsen hatása. 

Annak eldöntésére, hogy a HDAC-ok ezen osztálya is szerepet játszik-e a 

mutáns Htt indukálta patogenezisben, sirtuin gátló szerekkel, köztük 

niacinnal, nikotinamiddal és több, Sirt2 specifikus vegyülettel etettük a 

legyeket, és azt találtuk, hogy mindegyik csökkenti a Httex1p Q93 muslicák 

fotoreceptor neuron degenerációját.     

 

3. A HDAC inhibitorok nagy többsége számos fehérjére hat, így az etetésük 

során megfigyelt neurodegeneráció csökkenés is lehet számos hiszton 

deacetiláz gátlásának eredménye, de az is elképzelhetı, hogy elsısorban egy 

vagy néhány HDAC gátlása a felelıs a megfigyelt hatás zöméért. Hogy e 

lehetıségek között különbséget tegyünk, genetikai módszerekhez fordultunk, 
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és az összes deacetilázt egyenként leteszteltük mutáns allélek segítségével 

(ezek egy részét mi hoztuk létre). Azt találtuk, hogy a Httex1p Q93 patológia 

három HDAC, az Rpd3, a Sir2 és a Sirt2 szintjére érzékeny elsısorban, 

minthogy csak ezek részleges redukciója csökkenti a fotoreceptor neuronok 

degenerációját. Azt is kimutattuk, hogy azok az állatok, amelyek e három 

HDAC közül bármely kettıre egyszerre mutánsak, az egyedi mutációt 

hordozó legyeknél gyengébb fenotipussal rendelkeznek. Ez arra utal, hogy a 

deacetilázok egymástól függetlenül fejtik ki hatásukat.  

 

4. A mutáns Htt transzgén expressziója jelentısen csökkenti a legyek 

élettartamát. Emellett ismert, hogy több hiszton deacetiláz fontos szerepet 

játszik az élethossz szabályozásában. Annak eldöntésére, hogy a 

neurodegeneráció lassítása az öregedés folyamatának befolyásolásán 

keresztül történik-e, megvizsgáltuk, hogy azon HDAC-ok, amelyek részleges 

gátlása neuroprotektív hatású, meghosszabbítják-e a muslicák élettartamát. 

Vizsgálataink azt mutatják, hogy nem ez a helyzet: csak az Rpd3 mutációja 

növelte meg a Httex1p Q93 legyek élettartamát és csak igen kis mértékben. 

Ezzel szemben a sirtuin aktivitás növelése Sir2 overexpresszáló mutáció 

segítségével jelentısen megnyújtotta az élettartamot, viszont nem 

csökkentette a neurodegenerációt. Következésképpen az élethossz növelését 

és a sejthalál gátlását szabályozó folyamatok nem azonosak.  

 

5. A Huntington-kór egyik következménye a normális alvás mintázat 

szétesése. A SIRT1/Sir2 hiszton deacetiláz aktivitása cirkadián 

szabályozottságot mutat, és a fehérje számos clock gén promóteréhez 

kötıdik. Az viszont nem ismert, hogy a Sir2 aktivitásának megváltoztatásával 

az állatok ébrenléti és alvás ciklusa befolyásolható-e. Megfigyeltük a vad 

típusú és a mutáns Htt-t kifejezı legyek aktivitási mintázatát mind normális, 

mind Sir2 mutáns háttéren, és azt találtuk, hogy a Httex1p Q93 muslicák az 
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alvászavar számos jelét mutatják: alvásuk fragmentált, azaz számos rövid 

szakaszból áll, és nehezen is alszanak el. A Sir2 gén dózisának csökkentése 

ezeket a problémákat korrigálja. Érdekes módon a Sir2 mutációja nem segít a 

nappali alvászavarokon, ami arra utal, hogy a Sir2-nek külön szerepe van az 

éjszakai és a nappali aktivitás szabályozásában, ami genetikailag és 

farmakológiailag is kettéválasztható lehet. 

 

6. A Huntington-kór egyik jellegzetessége a nagymérető sejten belüli 

aggregátumok megjelenése, amelyek a Huntingtin fehérje vad típusú és 

mutáns formáiból, valamint számos egyéb sejtfehérjébıl állnak; az 

aggregátumok szerepe a betegség patológiájában azonban nem tisztázott. 

Butiráttal etetett, mutáns Huntingtint kifejezı lárvák agyában vizsgálva az 

aggregációt azt találtuk, hogy a Htt aggregátumok mennyisége nem változik 

jelentısen a kontroll csoporthoz képest. Ez arra utal, hogy a hiszton 

deacetiláz inhibitor neurodegenerációra gyakorolt pozitív hatása nem a 

mutáns fehérje aggregációs tulajdonságainak befolyásolásán keresztül valósul 

meg.   

 

7. A hiszton fehérjék poszttranszlációs módosításai jelentısen befolyásolják a 

gének transzkripciós szintjét. A mutáns Huntingtin fehérje abnormális 

kölcsönhatásban áll számos hiszton acetiltranszferáz és egyéb hiszton 

módosító enzimmel, ami a nukleoszóma módosítások zavarához vezet. 

Vizsgálataink szerint a H3K27 lizin acetilációs szintje Httex1p Q93 

legyekben erısen csökkent mértékő. A muslicák butirátot tartalmazó táppal 

való etetése helyreállítja a vad típusra jellemzı acetilációs szintet, ami arra 

utal, hogy a butirát neurodegenerációt csökkentı hatása legalábbis részben a 

hisztonok acetilációjának, és ezzel együtt a diszregulált gének 

transzkripciójának helyreállításával jár.   
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8. Annak kimutatásához, hogy a HDAC aktivitás manipulálása csökkenti a 

transzkripciós diszregulációt Httex1p Q93 legyekben, elıször azonosítanunk 

kellett olyan géneket, amelyek mutáns Htt-t expresszáló muslicákban 

abnormálisan fejezıdnek ki. Ezt egy a laboratóriumunkban korábban 

végrehajtott microarray kísérlet eredményeit felhasználva kvantitatív PCR 

segítségével végeztük el. Ezek után megvizsgáltuk e gének mRNS szintjét az 

Rpd3, Sir2 vagy Sirt2 génekre heterozigóta, mutáns Htt-t kifejezı 

muslicákban, és azt találtuk, hogy a HDAC aktivitás csökkentése a gének egy 

részének transzkripcióját helyreállítja.   
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