SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

Természettudomanyi es Informatikai Kar
MTA-SZBK Biokémiai Intézet

XXXI. OTDK BIOLOGIA SZEKCIO

Hiszton-acetilacios valtozasok
szorongo és nem-szorongo egertdrzsben

KESZITETTE:

Eszik Ildiko
Vegyész MSc szak

Témavezeto: Dr. Szegedi Viktor, tudomanyos munkatars

Belso konzulens: Dr. Gyurcsik Béla, egyetemi adjunktus

Szeged
2012



5-HT
Ac-H4K12
ad libitum
AX

nAX

bp

BUS
EPM
dhipp

H1

H2A

H2B

H3

H4
H4K12
HAT
HDAC
HRP

PBS
pfc
PVDF
SEM

vhipp

Roviditések jegyzéke

5-hidroxi-triptamin (szerotonin)

H4 hiszton fehérje 12-es pozicidjaban acetilalt lizin oldallanc
szabadon, tetszés szerint

Anxious (szorong0)

non-Anxious (nem-szorongo)

bazispar

buspiron

Elevated Plus-Maze (emelt keresztpall6 teszt)
dorsalis hippocampus

hiszton 1 fehérje

hiszton 2A fehérje

hiszton 2B fehérje

hiszton 3 fehérje

hiszton 4 fehérje

H4 hiszton fehérje 12-es pozicioja

hiszton acetiltranszferaz

hiszton deactiltranszferaz

horseradish peroxidase (tormaperoxidaz)
Immunoglobulin-G

intraperitonedlis, hasiiregbe torténé adagolas
elemszam

a null-hipoteézis p szignifikancia-szintje
Phosphate Buffered Saline

prefrontélis kéreg

polivinilidén-difluorid

standard error of the mean (atlag szérasa)

ventralis hippocampus



Tartalomjegyzék

ROVIAITESEK JEGYZEKE ...ttt e e e e e reenaenneas 1
O @ 11721 {0 o] Fo1 = L3RR 3
2. Bevezetés/irodalmi AttEKINTES .........cccviiiiiiiee e 4
A S {01 (0] T USSR 4
2.2. Szorong0 és nem-szorongo egertorzsek, mint az anxiétas modelljei ..........c.cccccvveneee. 5
2.2.1. Emelt keresztpallo teszt (Elevated PIUS MAze).........c.ccouveieiiereneienesese e, 6
2.2.2. Nyilt porond teszt (Open-field).........ccocveiiiiiiiee e 7
2.2.3. Fény-sotét teszt (Light-dark teSZt) ........cevveieiiiereiiesie e 8
2.3. Epigenetikai mddositasok: hiszton MOAOSItASOK ..........c.ccveveiereieiiiesiceeeeeene 10
3e CEIKITZES ...ttt bbbttt bbbt n e 15
4. ANYagOK €S MOUSZETEK ......cuiiiiiiiiiieiieieieie ettt ettt ne et ee s 16
4.1. Kiserleti allatok és tartasi KOrllmenyeik..........cccoovveiiveieiieiieie e 16
4.2. A szorongasos allapot MeghataroZasa ...........ceceeeeieeieiie e, 16
G T = TV L] o] | (o] o TSRO PSPPI 17
4.4, HISZION EXIIAKCIO ....veivviieieiee sttt bbbttt 18
4.5. SDS-PAGE és Western-blot hibridizaCIi0 ..o, 18
5. KISErleti eredmMENYEK ......ccooiiiiiiice e 21
5.1. Kezelés nélkili szorongd és nem-szorong6 egerek acetilacios szintje a H4K12
015 YT o S SSSSS PSSR 21
5.2.  Szorongésoldoval torténd kezelés hatasa az acetilacios szintre szorongd és nem
7401 (0] 4]0 o= 0 T =1 o1 o ISR 23
8. DISZKUSSZIO ...ttt bbbttt ettt b bbbt 26
7. KOSZONEINYIHIVANTTAS .....eiviieiiieiee bbbt 27
8. Ir0dalOMJEOYZEK ......o et 28
NYHAEKOZAL ...ttt bbbt e e 31



1. Osszefoglalas

A generalizalt szorongasos korkép kialakuldsédnak oka lehet a félelmi rendszer rossz
alkalmazkodasa, mely soran artalmatlan ingerekhez kellemetlen asszociaciok tarsulnak. A
rosszul lezajlott tanulasi folyamat hatterében epigenetikai valtozasok allhatnak, melyek a
DNS szekvencia mddositasa néelkil okoznak hosszantartd genexpresszids valtozasokat. A
legtobbet kutatott epigenetikai valtozas a hiszton-fehérjék acetilacids szintjének
modosulasa.

Kisérletiinkben a szorongassal 6sszefiiggd hiszton-acetilacios szintet vizsgaltuk Western-
blot analizissel két beltenyésztett egértdrzson, melyek eltérd szorongasi szintet mutatnak
egy sor, viselkedési teszten (AX és nAX torzs). A vizsgalt agyteriletek kozll a
szorongassal 6sszefliggd ventralis hippocampusban tapasztaltuk a legnagyobb kilénbséget
a H4K12 acetilaciés szintben, ahol az nAX torzsben szignifikansan kevesebb acetilalt
hiszton volt. A klinikailag hatékony szorongasoldd, a buspiron a nAX térzsben a ventralis
hippocampusbeli Ac-H4K12 szintet novelte, mig az AX torzs esetén a prefrontalis
kéregben okozott acetil-szint ndvekedést.

Ezek az adatok alatamasztjdk az epigenetikai valtozasok jelentdségét a pszichiatriai

korkepek kialakulasaban.

Kulcsszavak: egér modell, szorongas, hippocampus, prefrontalis kéreg, hiszton-acetilacio,

buspiron



2. Bevezetés / irodalmi attekintés

2.1. Szorongés

Az élet minden teriiletén taldlunk stresszhez vezetd élményeket, melyek nemcsak akut, de
kronikus stresszhez is vezethetnek, meély depresszidt, vagy mas pszichiatriai
rendellenességet kivaltva. A kérnyezeti tényezok épp ugy, mint a genetikai, epigenetikai €s

idegi folyamatok szabalyozhatjak a stresszhez val6 alkalmazkodast [1].

A szorongas az egyik alapvetd érzelmi tipusunk, azonban tulzott kifejezOdése szamos
szorongasos korképhez vezethet. A félelmi reakcidkban kiemelt szerepet jatszik a ventralis
hippocampus — medialis prefrontalis kéreg — amygdala kor, melyben a hippocampus
kozvetiti a kontextudlis informéciot, mig a prefrontélis kéreg hatarozza meg, hogy averziv-
e a kornyezet (gatekeeper) [2].

A kozelmultban igazolték, hogy a ventralis hippocampus, és nem a dorsalis hippocampus,
felelés a normalis mértékii szorongas-kapcsolatos magatartasert [3]. A dorsalis
hippocampus kozvetiti a térbeli, mig a ventralis az emocionalis informéciot.

A szorongasos korképek okaként a rosszul rogzult félelmi tanulast (maladaptive fear
learning) emelhetjik ki, melynek hatasara artalmatlan ingerek is félelmi reakciokat
valtanak ki [4]. Az ilyen hosszantartd viselkedesbeli valtozasok és memdrianyomok
legaldbb részben epigenetikailag szabalyozottak. Az epigenetikai szabalyzas egyik f6
mechanizmusa a hiszton fehérjék acetilacios-szintjének szabalyzdsa hiszton-

acetiltranszferazokon (HAT) és hiszton deacetilazokon (HDAC) keresztl.



2.2. Szorongd és nem-szorongo egértorzsek, mint az anxiétas modelljei

A kognitiv folyamatok fontos szerepet jatszanak a stressz indukalta neuropszichitriai
zavarokban, azon belll olyan érzelmi zavarokban, mint a szorongés vagy a depresszio (1.
abra). Az allatkisérletes modellek az agyi rendellenesség feltérképezésében, ma mar

nélkilozhetetlenek a mindenkori orvosbioldgiai kutatasokban [5].

1. &bra: Kapcsolat a félelem, a szorongés (beleértve a poszttraumas stresszt (1) és a fébias betegségeket
(1)), a depresszié (beleértve a negativ emlékekhez fiizheté visszatéré depressziot (IIT)) és a kognitiv
tertletek kozott a neuropszichiatriai zavarok kisérleti modelljeiben [5].

A kisérleti allatok szorongasi szintjének vizsgéalatira kiilonbozd tesztek léteznek. Ezek

kdzil néhany, kutatocsoportunk altal is hasznalt modszert ismertetek az alabbi pontokban.



2.2.1. Emelt keresztpall6 teszt (Elevated Plus Maze)

Az emelt keresztpalld teszt a ragcsalok veleszuletett félelmi exploracids konfliktus-
modellje. Az apparatus a foldt6l kb. 50-80 cm-re van megemelve, és a centralis zonabol
két magasitott falu pallo, illetve két nyitott kar agazik el. A régcsalok a zart karban
nagyobb biztonsagban érzik magukat, mint a nyitott karban, de ha a szorongasi szintjuk

normalis, idével megné az exploracids kivancsisaguk és tobb idét fognak eltdlteni a nyilt
térben (2. abra) [6].

18 cm

50 ¢cm

2. abra: Az emelt keresztpallé apparatus sematikus abraja: a centralis z6nabdl két magasitott fall
palld, illetve két nyitott kar agazik el. A ragcsalok a zart karban nagyobb biztonsagban érzik magukat,
mint a nyitott karban. De, ha a szorongasi szintjiilk normalis, id6vel megné az exploracios
kivancsisaguk és tobb idét fognak eltolteni a nyilt térben [6].
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3. dbra: Viselkedési paraméterek szorong6 (AX) és nem-szorongd (nAX) egereknél emelt keresztpall6
teszt esetén. A: Nyitott karban toltott idé; B: nyitott karba torténé kilépések szama; C: az 0sszes
kilépések szama; D: zart karba torténé belépések szama. **p<0,01 [7].



A teszt sorén kiilonb6z6 valtozokat regisztralnak (3. abra), iigymint:
- a kdzépre 1épések szamat,

- a zart karba torténd belépések szamat,

- a nyilt karba torténd kitekintések szamat,

- milyen hosszu ideg tartézkodik az &llat a zart karban,

- milyen hosszu ideig tartézkodik a centralis zonaban.

2.2.2. Nyilt porond teszt (Open-field)

A nyilt porond tesztet a motoros aktivitds, az exploraciés motivaltsag mérésére, illetve a
szorongas meértékének megallapitasara alkalmazzak. A teszt sordn szamitogéppel
Osszekotott videokameraval rogzitik az allat spontdn mozgasmintazatat, és a kapott
adatokat értékelik. Az arénat tobb, négyzet alaki zdnéara osztjak fel, melyeket vonalak
jelolnek. A porond egyik legfontosabb pontja a kdzépen talalhat6 centralis zona (4. abra).
A szorongast el6idézé faktor a nyilt porond teszt soran maga a nyilt tér, mivel a ragcsalok
természetes ¢életkoriilményeik kozott sziik jaratokban €lnek, éppen ezért elsdsorban a falak
mentén szeret az allat kdzlekedni. Minél kevésbé szorongd az allat, annal nagyobb az
exploréacids kedve, a kivancsisaga, igy anndl tobbszor fog kitekinteni a nyilt térbe, a
centralis zOna iranyaba [8].

A teszt soran olyan paramétereket regisztralnak, mint a ragcsalo altal megtett 6sszes Ut, az
atlépett vonalak szama és annak gyakorisaga, valamint a centralis zonédba torténd kitekintés

szamat ¢és az ott eltoltdtt idé mennyiségét (5. abra).
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4. &bra: Nyilt porond tesztre hasznalt apparatus. Az arénat tébb zonara felosztva figyelik és
szamitdgépre rogzitik a ragcsalé mozgasmintazatat. A porond kdzepén taldlhaté az an. centralis zéna

[8].
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5. dbra: Viselkedési paraméterek szorongd (AX) és nem-szorongd (nAX) egereknél nyilt porond teszt
esetén. A: horizontalis infravords sugar altal mért mozgas; B: kozéppontban toltott idé; C:
mozdulatlanul toltott idé; D: teljes megtett tavolsag. *p<0,05, **p<0,01 [7].

2.2.3. Fény-sotet teszt (Light-dark teszt)

A fény-sotét teszt apparatusa két térrészbOl all: egy, a ragesalok szamara
biztonsagosabbnak tartott sotét részbdl és egy félelmet eldidézd vilagos térrészbol. A két,
egymastol elvalasztott terresz kozott egy nyilas talalhatd, amelyen keresztil az allatok
szabadon atléphetnek az egyik térbdl a masikba (6. dbra). A szorongast el6idézo faktor a
fény-sotét teszt sordn a fénnyel megvildgitott vilagos térrész, hiszen a ragcsalok
természetes életkoriilményeik kozott szirkiiletkor és az €jszakai orak elsé felében aktivak.

A teszt soran egy sor, viselkedési parametert figyelnek és regisztralnak, agymint az egyes
térfeleken toltott 1dot, horizontdlis mozgast, az agaskodasok szamat, valamint az egyik
térfélb6l a masikba torténd atlépések szamat. A szorongas mértékére az egyes térfeleken
eltoltott idobol lehet kovetkeztetni, azaz minél tobb idot tolt el az allat a megvilagitott

térrészben, annél kevésbé szorongo (7. abra) [9].



6. abra: Fény-sotét teszthez hasznalt apparatus. Két térrész kiilonithetd el: egy sotét és egy fénnyel
megvilagitott. A két rész kozotti elvalaszté falban van egy nyilds, amelyen keresztiil a ragcsalok
szabadon mozoghatnak a két tér kozott. A teszt soran Kkiilonb6zo viselkedési paramétereket és
mozgasmintazatot regisztralnak és értékelnek [9].
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7. dbra: Viselkedési paraméterek szorongd (AX) és nem-szorongd (nAX) egereknél fény-sotét teszt
esetén. A: a fényes/sotét kamrakba torténé atmenet szama, B: mozgasidé a sotét rekeszben; C:
horizontalis infravoros sugar altal mért mozgas, D: mozgasidé a megvilagitott rekeszben, E: eltoltott
id6 a megvilagitott rekeszben. **p<0,01 [7].



2.3. Epigenetikai mddositasok: hiszton médositasok

A DNS a kromatinban helyezkedik el. A kromatin szervezddése tobb 1épcsds folyamaton
keresztiil torténik. E16sz6r a DNS két szala kettds hélix szerkezetet vesz fel, mely a hiszton
fehérjékre tekeredve nukleoszomakat formal. A nukleoszomak flizérszerlien ismétlédnek
szakaszonkent, és szabalyosan 0sszetomdorddve alkotjak a kromatin szalat. A kromoszéma
miikodésétdl fliggben a kromatin szal feltekeredésével, hurkolodasaval tovabbi
kondenzalodas érhetd el (8. abra). Szerkezete dinamikusan valtozik az egyedfejlédés és
differencialodas alatt. Fontos szerepet tolt be a gének kifejez6désében, és a DNS
megkett6zddésében, a replikacioban is [10].

Az Ggynevezett eukromatinban a hiszton fehérjék nem kotédnek szorosan a DNS-hez, ez
altal biztositva laza, nyitott szerkezetet, melyen sokféle molekula, fehérje hozzaférést
nyerhet a DNS megfeleld (szabalyozo, kodold) régidihoz. A génexpresszid aktiv, szinte
folyamatos az mRNS atirds. Ezzel szemben a jobban kondenzéalddott rendezddott, zart
szerkezetli heterokromatin inaktiv. A DNS-t koriilvevo hiszton fehérjék szoros kapcsolata
miatt az RNS polimeraz (DNS-r61 RNS atirast végz6) enzim nem fér hozza a DNS-hez. A
gének expresszidjdnak ezért fontos szabdlyozOja a kromatinszerkezet, melynek
megvaltozasa sziikséges az expresszio hosszu tava valtozasahoz [10].

A hisztonok olyan kisméretli fehérjemolekulak, melyek jellegzetessége, hogy pozitiv
toltésti aminosavakban (arginin, hisztidin, lizin) gazdagok. A hiszton fehérjéknek 5 tipusa
ismert: H1; H2A; H2B; H3 és a H4 hisztonok, amelyek kozul a H1-es hiszton kivételével
mindegyik tipus részt vesz a 147 bp hosszi DNS szerkezeti alapegységének, a
nukleoszomanak a kialakitasaban (9. abra). Ezeket a nukleoszomalis hisztonokat
acetilaljak, metilaljak, (stb.) az epigenetikai modositd enzimek, melyek a DNS
metilacioval egydtt alkotjak az epigenetikai kod nagy részét [11]. Ez minden sejt esetében
elvileg egyedi lehet, ami féleg az idegsejtek esetében valik érdekessé.

Az eltérd hiszton mddositasok egyiittmiikdo, vagy ellentétes kdlcsonhatast gyakorolnak a
kromatinhoz kotddé fehérjékkel, amivel a transzkripciondlisan aktiv vagy csendes
allapotok kozti dinamikus atmeneteket szabalyozzdk és szerepet jatszanak a DNS
megkettéz6édésében, a DNS hibak javitasaban és a mitdzisban is [12]. A hisztonok pozitiv
toltésti lizin oldallancai a DNS negativ toltésti foszfat csoportjaihoz szorosan
kapcsolodnak. Az aktiv géneknél vagy promotereiknél a hisztonok - féként a H3 és H4 -
nagyon acetilaltak. Acetilaciojuk sordn a nettdé toltéseik semlegesitédnek, és a

nukleoszomalis ,,gyongyflizér” becsomagoltsaga csokken, ily moédon a DNS hozzaférhetd
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lesz a transzkripcids faktorok szdmara. Ezaltal a hiszton acetilacio, mint a kromoszémakon
talalhatd epigenetikai jel, a transzkripciéra vald alkalmassagot jeloli. Deacetilacidjukkal
ellentétes folyamat jatszddik le, a transzkripcié gatlodik, és a kinyald hiszton végek
represszor fehérjéket kotnek meg [13]. Egyes esetekben a DNS metilacio és a hiszton
deacetilacio egyidejlileg eredményezi a géncsondesitést [14].

A kromatin szerkezet dinamikus atmeneteit a kapcsolodd nem-hiszton tipusu
kromoszomalis fehérjék biztositjak. Koziliik kiemelkedd fontossaguak a ,hiszton kddot”
eléallito és azt leolvaso fehérjék, mint példaul a hiszton acetiltranszferdz (HAT) és a
hiszton-deacetilaz (HDAC) enzimek, melyek kozdsen egyiittmiikodve hatarozzak meg az
altalanos genom szintli hiszton acetilaltsagi allapotot. Ezaltal a transzkripcios allapotok

kozotti kdozponti kapesoloként miikodnek [15].
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8. abra: A kromatin szervezdodése és a nukleoszoma szerkezeti felépitésének Kialakulasa. Els6 1épésben
kialakul a DNS kettés hélix szerkezete, mely a hiszton fehérjékre tekeredve nukleoszomakat formal. A
nukleoszomak fiizérszeriien ismétlodnek szakaszonként, és szabalyosan Osszetomorodve alkotjak a
kromatin szalat. A kromoszoma miikodésétél fiiggéen a kromatin szl feltekeredésével,
hurkolodasaval tovabbi kondenzalodas érhetd el. A hiszton fehérjéknek 5 tipusa ismert: H1; H2A;
H2B; H3 és a H4 hisztonok, amelyek koziil a H1-es hiszton kivételével mindegyik tipus részt vesz a 147
bp hosszt DNS szerkezeti alapegységének, a nukleoszémanak a kialakitasaban [11].
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9. abra: A nukleoszéma f6 szerkezete a hisztonokkal, 1.9 A felbontasban. H2A (sarga), H2B (lila), H3
(piros) és H4 (zold), valamint a DNS Kettés helix szerkezete a centralis hiszton oktamer Kkoriil
(szlirkéskek). (forras: PDB 1KX5).

Az agyban tortén6 génexpresszid valtozas lehet a kulcs az 6regedés és a neurodegenerativ
folyamatok kozotti  kapcsolatban. A hiszton-acetilacié egy atmeneti epigenetikus
modosulas, melyhez rendszerint aktiv génexpresszio tarsul, ezaltal lehetdvé téve a
kromatin plaszticitast. Ez utébbi kapcsolatban all a tanulasi folyamatokkal és a memdriaval
a felndtt agyban.

Ezek a folyamatok még nem teljesen feltérképezettek. Az epigenetikai mechanizmusok,
mint a DNS metilacio és a hiszton acetilacio rendkivil fontosak az emlékezés
folyamataban, mert hosszutavon megvaltoztatja a génexpresszios mintazatot, kiilsé ingerek
hatasara. (10. abra). A megvaltozott kromatinplaszticitas és hiszton-acetilacié a kognitiv
funkcidk hanyatlasahoz, neurodegeneraciohoz és neuropszichiatriai korfolyamatokhoz
vezethet [16].
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10. abra: A génexpressziéban résztvevé fobb, ismert hiszton modifikaciok. (a) A hisztonfarkak
kiilonboz6 poszt-transzlaciés mddositasokat szenvednek el, mint példaul a foszforilacio, acetilacio és a
metilicié. Ezek a modositasok eredményezik a kiilonb6zé mintizatot, azaz a hiszton-kddot, ami a
génexpressziora kihatassal van. (b) A hiszton-acetilacié a hiszton-acetiltranszferazok (HAT-0k) és a
hiszton-deaceiltranszferazok (HDAC-ok) altal szabalyozott [16].

A szorongas genetikai hatterének megismeréséhez nAX és AX egerek prefrontélis
kérgében és hippocampusaban, a molekularis hal6zatok feltérképezésével szerettek volna
kdzelebb jutni. Transzkriptom vizsgalattal, parhuzamosan QPCR, és microarray
modszerekkel, a vizsgalt géneknek ~ 2%-a szignifikans kilonbséget mutatott legalabb az

egyik agyrégiéban [17].

Az Oregedéssel a memoria megromlik, azonban ennek pontos mikéntjére még nincs meg a
magyarazat. Egyes kisérletek azt mutatjak, hogy a megvaltozott hippocampalis kromatin
plaszticitas Osszefiiggésben allhat ezzel a problémaval. Tanulas alatt az iddsebb egerekben
specifikus deregulacié mutatkozott a H4K12 acetil&cids szintben. Ez azt sugallja, hogy a
H4K12 acetilacié dereguldlodasa egy korai markere lehet az 6regedést kiséré kognitiv
hanyatlasnak (11. bra) [18].
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11. abra: Csokkent tanulasi funkcié és emlékezés figyelheté6 meg a 16 hénapos egereknél, ami korrelal
a H4K12 acetilacios szint csdkkenésével. (A) 3 honapos egerek hiszton acetilacids szintjét reprezentald
immunoblot félelmi kondicionalast kovetéen (fear conditioning, FC). A kontrol egerekkel (c) azonos
modon bantak, de ezek nem kaptak lab-sokkolast. (B) Az (A) abran bemutatott Western-blot
kiértékelése. (C) Az analizis a (A) pontban leirtakkal egyezik, de itt 16 honapos egerek voltak az
alanyok. (D) (C) é&bran bemutatott Western-blot kiértékelése. (**p<0,01, *p<0,05 a kontroll
flggvényében) [18].
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3. Célkitiizés

A palyamunkam elkészitése soran a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Van-e kilénbség az agyi H4K12 acetilacios szintben a szorongd illetve a nem
szorongo egerek kozott?

2. Milyen hatassal van a H4K12 acetilacids szintre a szorongésoldoval torténd

kezelés?
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4. Anyagok es madszerek

4.1. Kiserleti allatok és tartasi kérilményeik

Az EGIS volt allathaz vezetdje, dr. Miiller Géza altal kitenyésztett hiperszorongd egerek
jelentds szorongast mutatnak emelt-keresztpallo tesztben, nyilt porond tesztben, és fény-
sOtét kamra tesztben, jo modellként szolgalhatnak a generalizalt szorongasos zavar (GAD)
vizsgalatahoz.

Kisérleteinkben 3 honapos, beltenyésztett, him egereket hasznaltunk. Az allatok egy erre
kialakitott, klimatizalt allathdzban (a hémérséklet 22 + 1 °C, a relativ paratartalom 65-70
%-0s) voltak, ahol kulon ketrecekben helyeztiik el az &llatokat. A természetes napszaknak
megfeleld mesterséges megvilagitast alkalmaztunk, 12 6ra sotét és 12 ora vildgos periddust
biztositottunk. A vildgos periddus reggel 7 orakor kezdddott. Az allatok tapot €s csapvizet
ad libitum fogyaszthattak. Az allatok tartasanal és a kisérletek soran az allatetikai kodex
szabalyait betartva jartunk el (European Community Council Directive - 1986. November
24. 86-609-EEC).

4.2. A szorongasos allapot meghatarozasa
Az emelt keresztpall6 teszttel megmutathatd, hogy egyértelmi kiilonbség van nAX és AX

fenotipusok kozott. Az egerek exploréacios viselkedését tanulmanyozva regisztraltuk a

nyitott karban, illetve a zart karban eltoltott idoket.
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4.3. Buspiron

Jelen dolgozatban a buspiron szorongasoldo hatasat tanulmanyoztuk. A buspiron egy nem
benzodiazepin, azaspirodekandion szarmazék, melyet a human klinikumban is hasznalnak,

a szorongasos zavarok kezelésére (12. abra).

12. abra: 8-[4-(4-pirimidin-2-ilpiperazin-1-il)butil]-8-azaspiro[4.5]dekan-7,9-dion

A buspiron az 5-HT-1 receptorok parciélis agonistaja, szorongasoldo és antidepresszans
tulajdonsagokkal rendelkezik. Anxiolitikus hatasat féleg a szerotonerg rendszer
moduléaldsaval fejti ki. Elsésorban generalizalt szorongasos allapotokban alkalmazzak,
hatésa lassan alakul ki, ezért nem alkalmas akut szorongasos rohamok kezelésére. Elonye a
benzodiazepinekkel szemben, hogy nincs hipnotikus és izomrelaxans hatasa, nem okoz
motoros és kognitiv teljesitménycsdkkenést. Alkalmazésa soran nem alakul ki tolerancia,

sem dependencia, elhagyéasakor nincsenek megvonasi tiinetek [19].
Az egereket 2 honapos koruktdl kezdve kezeltlik 5-HT-1 receptor parcialis agonistaval,

azaz buspironnal 1 honapon keresztil 2,5 mg/testtomeg kg koncentracioban, melyet
minden nap intraperitonedlis (i.p.) injekcidban kaptak meg.
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4.4. Hiszton extrakcid
A hiszton extrakciot agyszovetbdl készitettik. Az egereket dekapitulaltuk,
mikrodisszekcidt végeztink és a ventralis hippocampust, a dorsalis hippocampust, illetve a

prefrontélis kérget kullon valasztva azonnal lefagyasztottuk a mintékat (13. &bra).

Anatomiai lokalizacio:

\

B> Dorsalis

hippocampus

= Ventralis

\ Prefrnta’tlis kéreg /

13. &bra: Az altalunk vizsgalt agyrégiok anatomiai elhelyezkedése.

Az immunoblothoz a lizatumokat a kovetkezoképpen preparaltuk:

Az agyszovetekb6l homogenizald pufferrel izolaltuk a hisztonokat (50 mM Tris- HCI, 150
mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % TritonX-100; PMSF; Na-Butirat), majd 4°C-on inkubaltuk,
15 percig centrifugalas el6tt, mely 2,000 r.p.m. (400 g) fordulaton tortént 10 percig. TX
pufferben torténd mosasi fazis utan a pelletet 0,2 M sosavban oldottuk fel, majd éjszakan at
4°C-on, rotatoron hagytuk inkub&lddni. Mésnap 10,000 r.p.m-en (9,300 g) centrifugéltuk a
mintadkat 10 percig. A feliiluszét ezt kovetden egy 0 csObe pipettaztuk, és -80 °C-on

taroltuk felhasznalasig.

45. SDS-PAGE és Western-blot hibridizacio

A Western-blot, vagy mas néven immunoblot segitségével, specifikus elsddleges antitest
felhasznalasaval detektéalni tudjuk az altalunk keresett fehérjéknek a kiilonb6z6 mintakban

jelenlevé relativ mennyiségét (14. dbra).
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14. dbra: A Western-blot hibridizaci6 soran alkalmazott indirekt jeldlés sematikus abraja.

A Western-blot modszer réviden:

Az SDS-PAGE gél elektroforézis a legszélesebb korben elterjedt fehérje elvalasztasi
technika. Az SDS egy anionos detergens, amely a fehérjék elsddleges szerkezetének
megbontasa nélkiil képes komplexet alkotni barmilyen méretli és toltésii polipeptid lanccal.
Az elektroforézis soran a fehérjéket egy térhalds szerkezetii gélben, poliakrilamid gélben
vandoroltatjuk elektromos &ram segitségével, amely mint egy molekulaméret-sziir6ként
funkcional. Ez a hatas a gél atlagos poérusméretétdl fiigg.

A szétvalasztott fehérjeket PVDF membranra transzferaljuk, ezt nevezzik ,,blottolasnak”.
Legelterjedtebb az elektroforetikus transzfer, mely soran elektromos aram segitségével a
gélben 1évo fehérjéket mobilizaljuk a gélbdl a membranra, amely nem specifikus hidrofob
kotéssel megkdti a feherjéket. Mivel a membrén nagy hatékonysaggal megkot minden
fehérjét, ezért a mintaban 1évo fehérjék altal szabadon hagyott membran feliiletet le kell
fedniink, hogy a késdbbiekben ne kosse meg a kimutatishoz hasznalni kivant fehérje
természetli antitesteket, illetve hogy csokkentsiik az egyéb aspecifikus kotddéseket. Ezt

nevezziik blokkolasnak. Kovetkezd 1€pés a jelolés, mely indirekt antigén-antitest kotddési
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reakcion alapulé maédszer, mivel nagy az érzékenysége és valtozatos jeldlési megoldasokat
tesz lehetové. A detektalas soran masodlagos antitesthez kotiink olyan enzimet, mely a

szubsztratjaval reakcioba lépve kemilumineszenciat eredményez [20].

A kisérlet menete:

A fehérje koncentraciokat NanoDrop ND-1000 UV-Vis spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies) mértuk le. Kétszeres fehérje mintapuffert (végkoncentraciok: 250 mM Tris-
HCI pH 6,8%; 4% SDS; 20% glicerol; 10% 2-merkaptoetanol; 0,04% bromfenolkék)
adtunk mindegyik mintdhoz. Mindegyik mintabdl 15 pg fehérjét vittiink fel és futtattunk
meg az 5% akrilamid koncentralé gélen és 15% akrilamid szeparalo gélen. A fehérje gélt

ezt kovetden polivinilidén-difluorid (PVDF) membrénra blottoltuk.

Hibridizalas, azaz a keresett fehérjék specifikus jeldlése és detektalasa:

A membrant tejpor 5%-os 1*PBS oldataval blokkoltuk szobahémérsékleten 1 Oran
keresztiil. Az altalunk keresett fehérjéket specifikus antitestek felhasznalasaval jel6ltik. Az
Ac-H4K12 antitestet (Millipore, 1:5000) az acetilaltsag mértékének megallapitasara, a H3
antitestet (Abcam, 1:5000) pedig, mint viszonyitasi paramétert alkalmaztuk, hogy
normalizalhassuk, és ez &ltal 0ssze tudjuk hasonlitani az egyes mintdkbol szarmaztatott
értékeket. Mivel a H3 ugyanakkora aranyban talalhato a nukleoszomaban, mint a H4, ezért
hasznalhatjuk fel ezeket, az egymashoz képesti ardny meghatarozasahoz. A hibridizaciot
éjszakan at, 4 °C-on végztik. A membrant ezt kovetéen 1*PBS-T (0,1% Tween) oldattal
mostuk haromszor 5 percig. Masodlagos antitestként 1:5000-es higitasban antimouse HRP
enzimmel konjugélt IgG-t alkalmaztunk, melyet tejpor 5%-0s 1*PBS oldatidban
készitettiink el. A masodlagos ellenanyaggal valdé egy oOras inkubalast kovetden a
membrant haromszor mostuk. Immunoblot reagens (Lumi-Light Western Blotting
Substrate, Roche) segitségével hivtuk el6 a jeleket a membranunkrol, ,,ChemiDoc™ XRS+
System with Image Lab™ Software”-t alkalmazva.
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5. Kisérleti eredmények

5.1. Kezelés nélkili szorongd és nem-szorongd egerek acetilacids
szintje a H4K12 helyen

Kisérleteink megkezdésekor eldszor arra voltunk kivancsiak, hogy alapvetdéen van-e
kilénbség a szorongd és a nem-szorongd egértdrzs kozott. Ennek felderitése érdekében
elsd 1épésként e két torzsbdl szarmazd mintakat preparaltunk és vittlink fel a SDS
poliakrilamid geélinkre. A Western-blot hibridizaciot teljes H3 és Ac-H4K12 tartalmu
tejpor 5%-0s 1*PBS oldataval végeztiik. A legmegfelelobb koncentracionak mindkét
antitest esetén az 1:5000 aranyu higitas mutatkozott (15. abra).

I E—— H3
AcH4K12
AX nAX AX nAX AX nAX
vhipp vhipp dhipp dhipp pic plc

15. abra: Reprezentativ Western-blot a nAX és AX egerek ventralis hippocampusaban (vhipp),
dorsalis hippocampusaban (dhipp) és prefrontalis kérgében (pfc) a H4K12 acetilaciés szint
meghatarozasara, a teljes H3-hoz viszonyitva.

A membréanunkon az egyes oszlopokban a savok kiilonb6z6 teriilettiek. Az egyes savok
terllete ardnyos a sdvot alkotdé molekuldk mennyiségével. A futtatas soran fellép6
torzuldsok korrekciojat Ry (relativ front) kalibralassal kiiszobolhetjuk ki. Az R¢-érték egy
0,0 és 1,0 koz¢é es6 valos szam, mely Kifejezi a sav altal megtett tavolsagot a futtatas soran.
A gélek intenzitasat kvantifikaltuk, és a relativ intenzitds adatokbol meghataroztuk az

egyes oszlopokban a kapott két sav, a H3 és az Ac-H4K12 egymashoz képesti aranyat.

A nAX és AX torzsek ugyanazon agyreszeinek Ac-H4K12 szintjét tanulméanyoztuk.

A kiértékelését kovetden azt kaptuk eredményiil, hogy a harom, altalunk vizsgalt agyrégio
kodzil a ventralis hippocampus H4K12 acetilacios szintjében van nagyobb eltérés, az AX
egerek acetilacios szintje magasabb. Ugyanakkor érdemes megjegyezni, a dorsalis
hippocampus és a prefrontalis kéreg Ac-H4K12 szintje k6z6tt nem talaltunk jelentOs

kilonbséget.
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Az egyes Western-blot analizis eredményeit tablazatban Osszesitettiik és statisztikai
analizisnek vetettilk ala. A 16. abra az igy kapott adatokat mutatja a szorongé és nem
szorongl egértdrzsben. Az értékelés soran 100 %-nak vettik a nAX ventrélis
hippocampusban mert értékeket, és ehhez viszonyitottuk a tobbi agyrégio relativ Ac-
H4K12 szintjeinek adatait.

H4K12 acetilacio kulonbseg
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16. abra: AX (szorong6) és nAX (nem-szorongd) allatok hiszton-acetilaciés vizsgalata (Ac-H4K12). Az
értékelés soran a nAX egyedek ventralis hippocampusaban mért értékeket vettilk 100 %-nak. Mivel
jelen esetben a teljes H3 és az Ac-H4K12 aranyarol van sz, ezért acetilacio-szint ndvekedés hatasara
az aranyszam kisebb lesz. p<0,05; Student t-teszt; n= elemszamok, hibasavok az atlag standardhibajat
(SEM) jelzik.
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5.2.

Szorongasoldoval torténd kezelés hatasa az acetilacios szintre

szorongo és nem szorongo egerekben

A klinikumban hatékony szorongascsokkentd hatdanyagot, a buspiront alkalmaztuk a

szorongas csOkkentésére. A szorongasoldd hatdsanak vizsgalatdra ebben az esetben is

vegeztink emelt keresztpallo tesztet, valamint Western-blot analizist.

I AX
* I nAX

Nyitott karokban toltott ido (sec)

nAX+Bus

17. &bra: Szorongéasoldo6 buspironnal (Bus) kezelt AX (szorong6) és nAX (nem-szorongo) egerek EPM
vizsgélata. n=10, p<0,05, Student t-teszt, a hibasavok az atlag standardhibajat (SEM) jelzik.

Az EPM-ben lathatova valt a buspiron szorongasoldé hatasa az AX éallatokban, de az

eredetileg nAX egereknél szorongast idézett el6 (17. abra).

A emelt keresztpall6 teszt utan érdeklédéssel vartuk a Western-blot eredmenyét (18. abra).

- -

nAX
vhipp

- . . R T — O . R H3
- o— e AcH4K12
nAX pAX pAX nAX nAX AX AX AX AX AX AX

vhipp dhipp dhipp pfc pfc  vhipp vhipp dhipp dhipp pfc pfc
BUS BUS BUS BUS BUS BUS

18. &bra: Reprezentativ Western-blot kép. AX (szorongd) és nAX (nem-szorongd) egyedek
agyrégidinak H4K12 acetilacids szint vizsgalata kezeletlen kontroll és buspironnal (Bus) kezelt egerek

esetén.
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Az egyes savok intenzitasat hasonloképpen kvantifikaltuk, mint ahogy azt az 5.1.-es
pontban ismertettem, azaz meghataroztuk az egyes oszlopokban a két fehérje-sav, (H3 és
az Ac-H4K12) egymashoz képesti aranyat. A kapott értekeket statisztikai analizisnek
vetettik ala eés az eredményeket diagramba foglaltuk. Az ertékelés soran a nAX egyedek
ventralis hippocampusaban mért értékeket vettik 100 %-nak, és ehhez viszonyitottuk a
tobbi agyrégio relativ Ac-H4K12 szintjeinek adatait (19. &bra).

H4K12 acetilacio kulonbseg
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19. abra: A Western-blot eredmények statisztikai kiértékelése. Megfigyelheté a buspiron (BUS) hatésa
a nAX torzs ventralis hippocampusara és az AX torzs prefrontalis kéreg régiojara gyakorolt acetil-
szint ndvekedésben. Az értékelés soran a nAX egyedek ventralis hippocampusaban mért értékeket
vettiik 100 %-nak. Mivel jelen esetben a teljes H3 és az Ac-H4K12 aranyarol van szé, ezért acetilacio-
szint ndvekedés hatdsara az aranyszam kisebb lesz. p<0,05; Student t-teszt; n= elemszamok, hibasavok
az atlag standardhibajat (SEM) jelzik.

A kronikus kezelés hatasara a buspiron a nAX egerekben a ventralis hippocampusban, mig
AX egerekben a prefrontalis kéregben novelte az acetilacios-szintet jelentés mértékben.
Erdekes tény, hogy ez a hatds olyan helyen mutatkozott, amely a térbeli informéciok
feldolgozasaért felelds régiokkal van 0sszefliggésben.

A buspiron terapia nAx allatoknal a dorsélis hippocampusban nem fejtett ki hatast a
kontrollhoz képest, a prefrontalis kéregben - a ventralis hippocampusnal tapasztaltakhoz

képest - egy sokkal kisebb szintii acetilacios-szint ndvekedés figyelhetd meg.
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Szorongd egyedekben nem volt hatdssal a ventréalis hippocampusra az anxiolitikum. A

dorsélis hippocampusban kismértékii acetilacios-szint névekedés észlelhetd.

Ezeket az eredményeket figyelembe véve megallapithatd, hogy a kronikus buspiron
kezelés kihat a H4K12 acetilacids szint megvaltozasara.

Természetesen megjegyzendd, hogy a jelen dolgozatban bemutatott eredmények €s hatasok
messze nem nyujtanak globalis képet az epigenom valtozasarél, hiszen, mint arrol
bevezetdben is mar szo esett, sokkal tobb féle lehetdség kindlkozik az epigenetikai

mintézat ,,atprogramozéasara”.
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6. Diszkusszio

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy valoban jobban szorong az AX torzs, mint a nAX. A
Western-blottos vizsgalataink megmutattak, hogy a H4K12 acetilacids szintje a ventralis
hippocampusban tér el leginkabb a két tdrzsben, mégpedig az AX szintje magasabb.
Erdekes, hogy nem talaltunk jelentds kiilonbséget a dorsélis hippocampus és a prefrontélis
kéreg Ac-H4K12 szintje kozott. Ezek az eredmeények alatdmasztjdk a ventrélis
hippocampus szerepét a szorongasos viselkedés kialakitasaban [2, 3].

A klinikailag hatékony szorongasoldo, a buspiron, kronikus kezelést kovetden csokkentette
a szorongast az AX, mig novelte a nAX allatokban. A buspiron paradox hatdsa méar ismert
a szakirodalombol [19], és lehetséges magyarazatként felmeril a ,,floor effect”, miszerint a
nAX éallatokban a szerotonin szint éppen idealis, és egy 5-HT agonista szerotonin tulsulyt
idéz elé. A szerotonin rendszer tilzott miikodése agressziodt és szorongast valthat ki [21].
Az AX éllatokban viszont az alulmiikddé 5-HT rendszer idézi elé a szorongast, melyet
mérsékel egy 5-HT agonista, jelen esetben a buspiron [22].

Eredményeink szerint a buspiron kettds hatasa korrelal a szorongasért felelds agyi teriiletek
H4K12 acetilaciés szintjének valtozasaval. Az AX egerekben a buspiron a prefrontalis
kéregben novelte az Ac-szintet, mig a nAX allatokban a ventralis hippocampusban
figyelhetd meg Ac-szint novekedés. Természetesen a jelen eredmények messze nem
nyUjtanak teljes képet az epigenom valtozasarol, de mindenképpen emlitésre méltd, hogy a
két, szorongassal Osszefiiggd agyi teriiletben toértént epigenetikai valtozas, mig a dorsalis
hippocampusban, mely inkébb a térbeli informaciokat dolgozza fel, nem volt hatasa a
buspironnak.

Az epigenetikai valtozasok hatasanak vizsgalata a kognitiv funkciokra és az 6regedésre az
utobbi években a kutatdsok homlokterében all. Az epigenetikai szabalyzo6 faktorok koziil a
hiszton-acetilacio szabalyzasa all egyértelmiien a legszorosabb kapcsolatban a tanulas és

memoriafunkciokkal [23].
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7. Koszonetnyilvanitas

Az egyetlen dolog, amit az emberi természetrol biztosan tudunk, az, hogy vialtozik.

(Oscar Wilde)

EzUton szeretném megragadni az alkalmat arra, hogy készonetemet és tiszteletemet

fejezzem ki mindenkinek, aki a pAlyamunkam elkészitéséhez nagyban hozzajarult.

E helyen koszdnetemet kivanom kifejezni a BAYGEN, Novénygenomikai, Huméan
Biotechnoldgiai és Bioenergiai Intézetnek, elsésorban Dr. Kondorosi Eva professzor
asszonynak, hogy szamomra a palyamunkam elkészitését az egyetemen Kivil, az

intézetében engedélyezni sziveskedett.

Halas koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Szegedi Viktornak az atadott
tudasanyagért, a dolgozat irasa sordn nyujtott rendkiviili segitokészségéért, itmutatasaért
¢s a temérdek épitd jellegli informacioért!

Horvath Janos, PhD hallgatonak, aki a kisérletiinkhdz a viselkedés tesztet készitette

az egérallomany megfigyelésérol.

Kiemelt tisztelet illeti Dr. Miller Gézat, aki a kisérleti munkankhoz az egérallomanyt

biztositotta.

Kdszonettel tartozom tovabba Dr. Gyurcsik Béla tanar arnak, hogy hozzajarult

palyamunkam kiils6 helyen torténd elkészitéséhez és biztatasaért.
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