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1. BEVEZETES

1.1 A Huntington-kér

A Huntington-kor (Huntington’s Disease, HD) egy ritka neurodegenerativ betegség, amelyet
1872-ben irt le eldszor George Huntington 2. A betegséget a Huntingtin proteint kédolo
huntingtin (HTT) gén kddold szekvencidjaban talalhato CAG ismétlédés meghosszabbodasa
okozza, aminek eredményeképpen mutans fehérje termelédik. Ez az idegrendszeri
megbetegedés autoszomalis dominans 6roklédést, a beteg egyén 50%-0s eséllyel adja at a
hibas allélt utdédainak. Egy érdekes jelenség a korhoz kapcsoloddan az, hogy a generaciorol
generaciora vald oroklodés soran (foleg ha a férfi a betegség hordozdja) a betegség
kialakulasanak életkora egyre csokken.

A HD egy progressziv, felnéttkorban manifesztalodo betegség, altaldban 35 és 44 éves kor
kozott jelentkeznek az elsd tunetei, ezutdn atlagosan 15-18 év malva vezet a fokozatosan
sulyosbodd betegség a beteg haldlahoz. Az esetek 5-10%-&ban beszélhetiink fiatalkori
Huntington-korrdl is, ilyenkor az elsé tiinetek mar 20 éves kor elétt jelentkeznek, €s gyakran
stlyosabbak is az atlagnal.> A betegséghez leginkabb motoros, pszichiatriai és kognitiv
zavarok tarsulnak. Egyik jellegzetes tlinete a chorea, melyet akaratlan izomrangéasok
jellemeznek, amik a kor el6érehaladtaval egyre sulyosbodnak. A Huntington-kor els6
szakaszara a hiperkinézia fazisa jellemzd, melynek sordn a beteg gyakran tulzott, és
abnormalis mozgasokat végez, aminek hatterében a kor sajatsaga, a motoros funkcidk zavarai
allnak. Azonban az id6 elérehaladtaval a hiperkinézist bradikinézia véltja fel, hypokinézis,
lelassultsag, rigiditds, egyensuly-, és jaraszavarok jellemzik a beteget. Néha szemizom
bénulds, hyperreflexia és beszédzavar is megfigyelhetd az érintetteken.* A prodromalis
szakaszban gyakoriak az enyhe valtozasok, mint példaul a személy viselkedésének
megvaltozasa, a kognitiv és motoros funkcidk enyhe romlasa. Ez magyarazatot nyujt az U]
dolgok tanulasaban valé nehézségre, memoriazavarra illetve akaratlan arcmozgasokra,
grimaszokra is. Apatia, depresszio, agresszid, és ingerlékenység, az egyén személyiségének
megvaltozasa, késébb pedig pszichodzis és szuicid hajlamok is gyakran el6fordulnak, mint

pszichiatriai tiinetek a betegség soran.>®

A Huntington-kor létrejottéért a 4. kromoszoman talalhaté huntingtin (HTT) génben 1évé
CAG ismétlddés expanzidja a felelds. Egeszseges személyeknél a CAG ismétlédések szama
9-36 kozott valtozik, 36 és 39 ismétlddés kozott csokkent penetrancia jellemzd, 39 ismétlddés

folott viszont a betegség biztos megjelenése figyelhetd meg. Osszefiiggést lehet felfedezni a



poliglutamint kddol6 CAG ismétlédések szamanak, és az elsé tiinetek megjelenésének ideje
kozott: minél hosszabb a poliglutamint kodold ismétlédé régid, annal eldbb fejezddik ki a kor
a betegekben. A beteg génr6l mutans Huntingtin fehérje (MHTT) fehérje termelddik, amely
meghosszabbodott poliglutamin lanccal rendelkezik. Ez egy funkcidnyeréses mutécio, mivel
minél hosszabb az ismétlédések szama a génen, és ezaltal a poliglutamin lanc a fehérjében, a
betegség lefolyasa annal stlyosabb és gyorsabb.” A mutans Huntingtin fehérje hajlamos
abnormalis aggregatumokat képezni, és hatdssal van a sejtek proteosztazisara,
szinaptikus funkciokra is. Ezek mind olyan mechanizmusok, amelyek neurondlis
diszfunkcidhoz, és a betegség kialakulasaval halalhoz vezetnek. A striatumban talalhat6
kdzepes tuskes idegsejtek (medium spiny neurons; MSNSs) szelektiven érzékenyek a mutans
Htt fehérje hatasaira. A betegség elején manifesztalodo hiperkinetikus fenotipust, és a kés6bbi
szakaszra jellemz6 hypokinetikus fenotipust is az MSN-ek leépiilése okozza.® A betegség
sorén tovabba nem csak a stridtum, hanem a nagyagykéreg is séril, itt a degeneracio foleg a
motoros és premotoros terlileteken talalhatd agykergi piramissejteket (cortical pyramidal
neurons; CPNSs) érinti. Fontos azonban megjegyezni, hogy a neuronalis funkciokban torténd
valtozas joval elébb megfigyelhetd, mint az idegsejtek pusztuldsa, ami arra enged

kovetkeztetni, hogy a korai tiinetek hatterében ezek a megvaltozott funkciok allnak.®

A vad tipust Htt fehérje valodi funkcioi maig sincsenek teljesen feltérképezve, de annyi
bizonyos, hogy scaffold-szerii funkciot tolt be, féleg az N terminalisan rendelkezik sok
interakcids fellilettel, és mas fehérje komplexeket koordinal. Alapvetéen egy citoplazmatikus
fehérje, amely sok poszt-transzlacios modositason esik at, és szerepet jatszik a vezikularis

transzportban, gén transzkripcioban és kolcsonhat egyéb transzkripcios faktorokkal is. 1

Sajnos a Huntington-kért sem megel6zni, sem gyogyitani nem tudjuk, de kisérletek folynak a
velejaro tlnetek enyhitésére, esetleges terapiak létrehozasara. A Tetrabenazine az egyik erre
alkalmazott vegyulet, amely rdadasul az egyetlen engedélyezetten hasznalhaté gyogyszer a
choreaval szemben. Ez egy szinaptikus vezikularis amintranszport gatloszer, amely valéban
csokkenti az akaratlan mozgésokat, de sulyos mellékhatasokkal jarhat, mint példaul a
szerotonin lecsokkent mennyisége miatti depresszid, szorongas és az ezek miatti
ongyilkossag. A deutetrabenazine a Tetrabenazine mddositott valtozata, amely deutérium
izotdpokat tartalmaz, és szintén a choreat hivatott mérsékelni. Pozitivuma, hogy kevesebb

mellékhatéssal jar, mint a Tetrabenazine (pl. aluszékonysag, depresszid). igéretesek még ezen
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kivil a DNS és RNS célzott terapiak, melyeknek céljuk a mutans Huntingtin fehérje
szintjének csokkentése, a mHtt gén DNS vagy RNS-ének targetalasaval 1t

1.2 Az AGE-RAGE utvonal

Az Oregedés soran, az eldrehaladott glikacio miatt felhalmozddnak az elérehaladott glikacios
vegtermékek (advanced glycation end products, AGESs). Véltozatos csoport, tébb mint 20 féle
ilyen makromolekulat irtak mar le. Az ismert molekulak kdzé tartozik példaul a karboxietil-
lizin (CEL), és a karboximetil-lizin (CML) amely nem csak az els6 felfedezett, de az egyik
leginkabb vizsgalt AGE-ek egyike is, a pentozidinnel egyitt.!? Az elérehaladott glikdcios
végtermékek kiils6leg is bejuttathatoak (példaul egyes ételekkel, és dohanytermékekkel), de
az ¢l6 szervezetben is folyamatosan termelédnek, a fehérjék és lipidek nem-enzimatikus
glikacioja (Maillard reakcid) soran. A képzoédésik fel is gyorsul a korral, illetve
neurodegeneracio, cukorbetegség, veseelégtelenség, gyulladas, és egyéb rendellenességek
sorén is. A metilglioxal (MGO), amely az egyik fontos mellékterméke a glikolizisnek, a
treonin-katabolizmusnak és a ketontest képzédésnek, a reaktiv oxigen szarmazékok (ROS)
egyik forrasa, ¢és felelds az AGE-ek képzddéséért is. ™

A RAGE (receptor for advanced glycation end products) az AGE-ek f6 sejtfelszini jelatviteli
receptora, mennyiségiiktél fiiggben képes Oket kotni. Az AGE-ek mellett Box1, Mac-1, és
amyloid- B peptideket is kot, és foleg az oligomer forméajukat. A gyulladason és oxidativ
stresszen kivil az AGE-ek a RAGE receptorhoz vald kapcsolédasa stimulalja a NADPH
oxidazt, és igy noveli a ROS termelédését. Az AGE-RAGE interakcid ezen Kivil
génexpresszio modulalasért, és intracellularis transzkripcids faktorok aktivalaséért is felelds.
llyen faktor példaul a nuclear factor-xB (NF-kB) amely pedig gyulladaskelt6 citokinek, és
szintén ROS képzédését indukalja.* (1. abra)

Alzheimer-korban (Alzheimer's disease, AD) amyloid-p kotédik a RAGE receptorhoz. Az AD
sordn a RAGE receptor kifejezodik a neuronokon, asztrocitdkon és mikroglidkon is.
Sejtkultdrakon vizsgélodva azt talaltak, hogy az amyloid-B és RAGE interakcidja
neurotoxikus hatasu, indukalja a makrofag-kolonia stimulalé faktor (M-CSF) expressziojat, az
NF-kB és a kaszpaz 3 aktivalasat, és a DNS fragmentaciojat is, amely aztdn tartds mikroglia
aktivaciohoz, és a neuronok RAGE-fligg6 apoptozisahoz vezet. Ezen kiviil megfigyelték még
az amyloid-p RAGE medidlta felhalmozodasat is a vér-agy gaton keresztill.®® Az AGE,
RAGE-hez valo kotddése ezenkiviil még szamos mas jelatviteli Utvonalat aktival, tobbek
kozott a JAK-STAT, Pi3K-Akt, MAPK, NF-kB, TGF-B és Kalcium jelatviteli tvonalakat is
(1. dbra).1®



Az AGE-RAGE a Huntington-korban is kozrejatszik, a betegség romlasat idézi elé, mivel a
glikacié a fehérjek aggregalodasat és lerakodasat eredmenyezi. AZ AGE-ek korral jaro
felhalmozddasa valtozast eredményez a fehérjék struktdrajaban és funkcidjaban is, ezzel
noveli a proteosztazis karosodasanak kockazatat, és az életkorral 6sszefliggd rendellenességek
kialakulasanak kockazatat is.!” HD betegekben, akarcsak az AD betegekben is, RAGE
receptor fejez6dik ki az asztrocitdkon és a kdzepes tliskés projekcids neuronokon, a nucleus
caudatus (CN) tertiletén. A RAGE-ek eloszlasa a neuronokon korrelal a betegség soran

megfigyelhet6 sejthalallal.’®
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1. abra: Az  AGE-RAGE  jelatviteli atvonal  sematikus  4braja.’
Az abra az emberben megtalalhaté jelatviteli komponenseket tartalmazza, tehat az altalunk vizsgalt
Drosophila gének ortholdgjait mutatja be. Az ezeknek megfelelé géneket ecetmuslincdban az

1. tdblazat tartalmazza.

Munkank soran 9, az utvonalhoz kapcsolodo jelatviteli komponenst vizsgaltunk, melyek
kozott talalhatd effektor fehérjét (Glol), fehérje kindzokat (rl, Pkc98E, inaC), transzkripcios
faktort (Smox), foszfatidil-inozitol 3-kinaz katalitikus alegységet (Pi3K92E), foszfolipaz C
bétat (PIc21C), I-es tipust receptort (babo), és foszfolipaz C enzimet (norpA) kodolé gén is.*8



1.3 A Glyoxalase 1 gén

A Drosophila Glyoxalase 1 (Glol) gén a feln6tt egyedek minden vizsgalt szovetében
kifejezédik. A gén szekvencidjanak elhelyezkedése a masodik kromoszoman:
2R:7393546..7395932 (2,39 Kb), a citoldgiai elhelyezkedése pedig: 43B2-43B2. Egy annotalt
transzkriptummal rendelkezik ami a 176 aminosav hosszusagu glioxalaz 1 (GLO1) fehérjet
kodolja. A GLO1 molekularis funkcioi kozeé tartozik a laktoilglutation-liaz aktivitas és a
fémion-kotés. A human Glyoxalase 1 (GLO1) ortologja, ami 0sszefuggésbe hozhatd autista
rendellenességekkel, vesebetegseégekkel, a cukorbetegek retinabetegségével, és az érrendszer
egyes koros allapotaival is.'®

A GLO1 az AGE-RAGE utvonal egyik f6 effektor fehérjéje. A glioxalaz 1 és a glioxalaz 2
(GLO2) két citoszdlikus enzim, egyutt alkotjak a glioxalaz rendszert, melynek feladata a
metilglioxal (MGO) és ROS detoxifikalasa, az oxidativ stressz szabalyozasa (2. &bra). A
GLOL1 felelés az a-oxoaldehidekbdl, mint példaul a metilglioxal (MGO), és L-glutationbdl
(GSH) spontan képz6dé hemitioacetalok katalitikus atalakitasaért S-D-laktoilglutationna. A
GLO2 ezutan hidrolizélja az S-D-laktoilglutationt, mely bomlasnak D-laktat és regeneralt
GSH az eredménye, illetve a reakcio melléktermékeként H>O is keletkezik. A GLO1
sebességmeghatarozo a reakcio lefolyasa soran.

Az MGO felhalmozodasa karos allapotot jelent a sejtek szamara, felborul a homeosztazisuk,
¢és az ¢letképességiikre is drasztikus hatdssal van. Az MGO egy elektrofil jellegli dikarbonil,
amely képes kolcson hatni fehérjékkel, RNS-sel, DNS-sel, és sejtmembranokkal is. A
dikarbonilok rendkiviili reakcioképességiik miatt feleldsek az AGE-ek képzdédéséért. A
glioxalaz enzimek, és egyéb detoxifikaldo enzimek, példaul aldo-keto reduktazok, feladata a
kiilonbozd dikarbonil vegytiletek eltavolitasa, miel6tt azok interakcidba lépnének a kiilonb6zd

molekularis célpontjaikkal, és ezzel a sejt toxicitasat okozva.*®
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2. abra: A glioxalaz rendszer sematikus abraja®
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A reaktiv dikarbonilok kérosan magas szintje az agyban az Alzheimer-kdr és mas motoros,
illetve kognitiv rendellenességek soran is megfigyelhet6, mivel ezen vegyiletek
megnovekedett szintje olyan folyamatokat indit el amelyek a neurodegeneracioért felel6sek.
Az altaluk termelt el6rehaladott glikacios végtermékek és a toxicitasuk az egyik okozédja az
AD tuneteként megjelené amiloid plakkoknak és neurofibrillaris csomédknak. A glioxalaz
rendszer, melynek a mar ismertetett funkcidja a dikarbonilok eltadvolitdsa redukcioval,
glutation fiiggd. Bar a betegség elsé felében tilexpresszalt a glioxalaz 1 enzim, késobb a
glutation kimerul, és igy nem képes hatékonyan miikodni a rendszer. Ennek okan a y-GSH
megfeleld jeloltje lehet a gyogyszerfejlesztésnek, mivel a beadasaval az amiloid B lerakodas
és az oxidativ stressz mutatok drasztikusan csokkenthetoek, ezen felill pedig megakadalyozza
a kognitiv zavarok kialakulasat is, és nagy dozisban sincs toxicitasa. Tehat az agyi glioxalaz-

aktivitas helyreallitasa, képes a neurodegeneracio javitasara.?



2. CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk a Huntington kor és az Alzheimer kér Drosophila modelljein végzett
miRNS transzkriptomikai analizisek sordn azt a megfigyelést tette, hogy az AGE-RAGE
jelatviteli Gitvonal komponensei feldtGsultak a kifejezOdésbeli valtozast mutatdé miRNS-ek
targetjei kozott. Ebben a kutatasi projektben ezért az volt a célunk, hogy egyrészt tovabbi
glioxalaz 1 enzimet tultermelé transzgenikus Drosophila térzset; masrészt megvizsgaljuk az
AGE-RAGE utvonal egyes elemeit kodold gének kifejezédésének mértékét Huntington kor

modellben.

Tételes célkitiizések:

Glyoxalase 1 transzgenikus Drosophila torzsek eldallitasa:
1. A Drosophila Glyoxalase 1 (Glol) kddolé szekvencidjanak klonozasa.
2. Glol szubklonozasa helyspecifikus transzgenezist lehetévé tevo, fizids protein taggel
vald jel6lést biztosito expresszids vektorba.

3. Transzgenezis és UAS-Glol.FLAG transzgenikus Drosophila torzsek eléallitasa.

AGE-RAGE utvonalat kédol6 gének transzkripciojanak vizsgalata:
1. RNS izolalasa mutans Huntingtint kifejez6 és kontroll Drosophila fejekbdl.
2. PCR analizishez tervezett primerek tesztelése.
3. Az AGE-RAGE utvonal egyes komponenseinek transzkriptomikai vizsgalata mutans

Huntingtint kifejez6 és kontroll mintakban gPCR modszerrel.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. RNS izolélasa Drosophila melanogaster mintabol

Az RNS izoléalasat a Monarch Total RNA Miniprep Kit (New England Biolabs) segitségével
vegeztuk el. A mellékelt protokoll szerinti centrifugalési l1épések mindegyike 16.000 g-vel
tortént. Mintanként 20-22 db ecetmuslicat széndioxiddal altattunk, és Eppendorf csébe téve,
folyékony nitrogénben fagyasztottuk dket. Ezutan alaposan megvortexeltiik a 1égy mintakat,
igy a fejeik elvaltak a testiikt6l. (Ez azért volt 1ényeges Iépés, hogy a neurdlis szoveten kiviil
csak kevés egyéb szovetet tartalmazzanak a mintdink.) Eppendorf csévekbe 300 pul 1X
DNA/RNA Protection Reagenst mértlink, és ebbe az oldatba helyeztiik a fejeket. Ezt kovetden
pisztillus és rotor segitségével homogenizaltuk a mintankat. A homogenizatumokhoz 30 pl
Proteinaz K Reaction puffert és 15 pl Proteinaz K enzimet adtunk, vortexeltlink, majd 5
percig inkubaltuk a mintékat 55 °C-on. Ezt kdvet6en ismételten vortexeltiik a mintakat, majd
2 percen at centrifugaltunk. A feltluszot atpipettaztuk RNaz-mentes Eppendorf csévekbe, 300
pul RNA Lysis puffert adtunk hozzdjuk, és Ujfent roviden vortexeltiink. Ezt kovetden
gyljtocsébe helyeztiik a gDNS koto oszlopokat, és rajuk mértiik a lizatumok teljes térfogatat.
A csoveket 30 masodpercen at centrifugaltuk, majd kidobtuk a gDNS ko6té oszlopot, és az
RNS-t tartalmazo atfolyohoz 600 pl 100%-0s etanolt adtunk. Ezt dvatosan, pipetta
segitségével Osszekevertiik. A mintédkat két 1épésben felmértiik a gylijtécsdbe helyezett RNS
kot oszlopokra, és 30 masodpercen at centrifugaltuk. Ezt kdvetden kiontottik az atfolyot,
majd 500 ul RNA Wash puffert mértiink az oszlopra, és 30 masodpercig centrifugaltuk. Az
atfolyot kiontottiik a gytjtdcsobol, majd 80 pul DNAse I Reaction puffer és DNase I enzim
15:1 keverékét kozvetlenil az oszlopra mértik, és inkubaltunk 15 percen A&t
szobahomérsekleten. Az inkubaciot kovetéen 500 pl RNA Priming puffert mértiink az
oszlopra, majd fél percig centrifugaltunk és kiontottiik az atfolyot. Ezt kovetden 500 pul RNA
Wash puffert mértiink az oszlopra, majd fél percen at centrifugaltuk. Megismételtiik a mosast
500 ul RNA Wash pufferrel, de ezittal 2 percen at centrifugaltunk, majd az oszlopot
athelyeztiik egy steril Eppendorf csébe, az atfolyot pedig kiontottik. Az eludlas 40 ul
nukledz-mentes vizben tortént, amelyet felmértlink az oszlopra, és fél percig centrifugaltuk.

Az atfolyonk tartalmazza az izolalt RNS-t.

3.2. Nukleinsav vizsgalat NanoDrop 1000 spektrofotométerrel

A NanoDrop 1000 spektrofotométer alkalmas az altalunk vizsgalt nukleinsavak

crer
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méri, figyelembe kell venniink az esetleges fehérje szennyezOdések jelenlétét. Mig a
nukleinsavaknak 260 nm-en, a fehérjéknek 280 nm-en van a fényelnyelési maximumuk, igy a
két hanyados kiilonbségébdl kovetkeztethetiink a DNS, illetve RNS tisztasagara. Ha az
OD260/OD2go hanyados 1,8-2,0 illetve 1,9-2,1 koz6tt van, a DNS illetve RNS oldatunk
tisztanak tekinthet6. A mérések sordn 10 mM Tris-HCI-t hasznaltunk vakként, és 1,5 pl
nukleinsav oldatot hasznaltunk a mérésekhez.

3.3. Reverz transzkripcio
Az izolalt RNS-r6l sziikséges cDNS készitése, mert a klonozas illetve a gPCR soran hasznalt
DNS polimerdzok ezt tudjak csak templatként hasznélni. Az RT-PCR-t LunaScript RT

SuperMix Kit (New England Biolabs) és az alabbi protokoll hasznalataval végeztiik el:

e LunaScript RT SuperMix (5X) 4 ul
e RNS minta (max 1 pg)

, 16 ul
e RNéaz-mentes H20:

20 ul
A RNS mintékat mindig aszerint mértiik be egy reakcidba, hogy azok mindegyike val6ban 1
png RNS-t tartalmazzon, ezért reakcidnként és mintanként eltért ennek a térfogata. Ebbol
kifolyolag pedig a DEPC vizé is, amellyel 20 pl-re egészitettik ki a végtérfogatot.
Az RT-PCR-t a Kyratec Supercycler Trinity PCR gépet beprogramozva végeztik el:

e Primer annealing: 25°C 2 perc
e CcDNS szintézise: 55°C 10 perc 1X
e Ho inaktivacio: 95°C 1 perc

3.4. Primerek higitasa Polimeraz Lancreakciohoz (PCR)

gyartd altal megadott anyagmennyiségli liofilizalt DNS-hez nmol-onként 10 pl térfogatu
10 nM Tris-HCI (pH 8,0) puffert adtunk, és alaposan oldottuk benne. Az igy kapott 100 uM
primereket 10 nM Tris-HCI pufferben 5 pM-ossa higitottuk, és ezekkel a primer oldatokkal
dolgoztunk a Kkisérleteink sordn. A higitasok elvégeztével vortexeltiik, majd roviden

lecentrifugaltuk, és a felhasznalasukig -20 °C-on taroltuk a primereket (Fliggelék, 2. tablazat).
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3.5. Templat felsokszorositasa Polimerédz Lancreakcioval (PCR)

A laboratériumi munkénk soréan tobbféle enzimet alkalmaztunk, ezért a hasznalt reakciomix
tartalma eltért attol fliggéen, hogy DreamTaq (5 U/ul, Thermo Fisher Scientific) vagy Q5
(2 U/ul, New England Biolabs) magas hiiségti DNS polimerazt hasznaltunk.

Master mixet készitettem alkalmanként tobb mintéra, igy ezek pontosan ugyanolyan
Osszetételiick voltak, ezzel elkeriilve a pipettazasi hibabdl adddo eltéréseket. Az aldbbiakban

azonban a reakciomix tartalmat egy mintara (25 pl) vonatkoz6éan mutatom be:

DreamTaq: Q5:
e DNS polimeraz sajat puffere: 2,5l 5ul
e dNTP mix (10 mM): 2 ul 2l
e forward primer (5 uM): 1w 1,25 ul
e reverse primer (5 uM): 1w 1,25 ul
e DNS polimeréaz: 0,3 ul 0,25 ul
e Hy0: 16,2 ul 14,75 wl

PCR csovekbe kimértem a Master mixb6l a templat nélkiili mennyiségeket, majd ezutan
adtam hozzajuk a DNS mintéat, igy megkapva a teljes reakci6 térfogatot. A DNS mechanikai
torésének elkerulése végett, az elegyeket csak dvatosan vortexeltik meg, és csak roéviden

centrifugaltunk. Ezutan beprogramoztuk a PCR készuléket (Kyratec Supercycler Trinity).

PCR program DreamTag enzimmel végrehajtott reakciéhoz:

e Kezdeti denaturacio: 95 °C 2 perc

e Denaturécié: 95°C 30 mp

e Annealing: m 30 mp 35x
e Elongécid: 72°C 1 perc/ kb

o Végso elongécio: 72 °C 5 perc

e Tarolés: 8°C %

PCR program Q5 enzimmel végrehajtott reakcidhoz:

e Kezdeti denaturacio: 98 °C 30 mp

e Denaturacio: 98 °C 10 mp

e Annealing: Tm 30 mp 35x
e Elongacié: 72 °C 30mp/kb

o Végso elongacio: 72 °C 2 perc

e Tarolés: 8°C 0
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3.6. Agardz gélelektroforézis

A gélelektroforézishez 50 ml 1%-o0s agar6z gélt készitettem. A gel dsszetétele: 50 ml 1x TAE
puffer (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA), 0,5 g agardz, 2,5 ul ECO Safe oldat (DNS kot
festék).

Az elkészitéshez a milanyag gélont6 tdlca végeit lezértuk, és fésiit helyeziink a végébe, Ggy
hogy legalabb 2-3 mm legyen a talca alja és a fésii vége kozott. Kimértink 0,5 g agarozt, és
50 ml 1x TAE pufferhez adtuk. Ezutdn mikrohullamu siitében addig melegitettik, amig az
agardz fel nem oldddott teljesen a pufferben. Az oldatot visszahiitottiik folyo hideg viz alatt,
nagyjabol 60 °C-ra, 2,5 pul ECO Safe DNS fest¢k oldatot mértlink bele, majd a még folyékony
agaroz oldatot a mintaba ontottik, és nagyjabdl 20-30 percet vartunk, hogy megszilarduljon.
Ezt kdvetden eltavolitottuk a fésiit, és a talcat lezaré gumi végeket. Futtatokadba helyeztiik a
gélt, ugy, hogy a gélben 1év6 zsebek, amelyekbe a mintaink fognak keriilni, a katod (-) felé
legyenek elhelyezve, mivel a DNS semleges kdzegben negativ toltésu, ezért az anod (+) felé
fog futni. A futtatokadat feltdltottik 1x TAE pufferrel, Ggy hogy a gélt is elfedje az oldat,
legaldbb 1-2 milliméterrel, majd a gél elsé zsebébe 5 ul molekulasuly markert (Gene Ruler 1
kb Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) pipettaztam, a tobbi zsebbe pedig 15-15 pl-t
vittem fel a sajat mintdimbdl. A futtatokadra rahelyeztik a fedelét, majd 100 V-ra allitottuk a
tapegységet, és 25-30 percig futtattuk, amig a mintafelvivé puffer el nem érte a gél

kétharmadat. A futtatast kovetéen UV transzilluminator felett vizsgaltuk a gélt.

3.7. DNS tisztitasa és koncentréalasa

A DNS tisztitasahoz és koncentralashoz a Monarch PCR & DNA Cleanup Kit-et és az ahhoz
tartozd, alabbi protokollt hasznaltuk: 100 pl mintahoz 500 ul DNA Cleanup Binding puffert
adtunk, majd fel-le pipettdzassal 0Osszekevertik. A tisztitd oszlopot belehelyeztik a
gylijtéesdbe, és felvittik az oszlopra a higitott DNS mintankat. Ezutan 16.000 g-vel
centrifugaltunk 1 percen at, és kiontottik az atfoly6t. Visszahelyeztik az oszlopot a
gylijtéesébe, €s ramértink 200 ul DNA Wash puffert, majd 1 percig centrifugaltunk 16.000 g-
vel. Kidobtuk az atfolyot, majd az el6z6 mosasi Iépést megismételtik. Ezt kovetden
athelyeztiik az oszlopot egy tiszta Eppendorf csdbe, és ramértiink a szilika-membran kdzepére
10 ul DNA Elution puffert Ugy, hogy a puffer teljesen atnedvesitse azt. Egy perc inkubéaciot
kovetden, 16.000 g-vel, 1 percen at centrifugaltunk, igy megkaptuk a tisztitott és koncentralt
DNS eluatumot.
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3.8. CloneJET PCR klénozéas

A CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével pJET 1.2/blunt
vektorba ligalhatunk 6 bp és 10 kb kozotti tetszéleges DNS inszertet. A vektor ampicillin
rezisztencia gént és eco47IR letalis gént tartalmaz, utébbit a DNS beépllése tonkreteszi, igy
kombinalt negativ és pozitiv szelekcidval kivalaszthatoak a rekombinans vektort tartalmazé

sejtek, hiszen csak ezek lesznek képesek telepet képezni.

- Reakcié mix tompa véq ligalashoz:

e 2X reakcio puffer: 10 ul
e tisztitott cDNS: 1 ul
e pJET 1.2/blunt klénoz6 vektor (50 ng/ ul): 1l
e Nukledz mentes viz: 7 ul
e T4 DNS ligaz: 1l
20 pl

A jégen Osszedllitott mixet vortex segitségével osszekevertlk, majd centrifugaltuk 5
masodpercig. Ezt kovetéen szobahémérsékleten (~22 °C) inkubaltuk az elegyet 25 percig.

Ezutan a ligatum egybdl felhasznalhaté transzforméalashoz.

3.9. E. coli sejtek transzformalasa

Jégen hozzaadtunk 100 pl Escherichia coli DH5a kompetens sejthez 10 ul DNS ligatumot, és
pipetta heggyel Ovatosan 6sszekevertlk. Ezt kovetéen 30 percet inkubaltuk az elegyet jégen,
majd ennek letelte utdn 42 °C-os hésokkot alkalmaztunk 45 masodpercen keresztil, és ezutan
rogton visszatettlik az elegyet jégre. 900 ul LB tapoldatot (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g élesztd
kivonat / liter) adtunk a sejtekhez, és 37 °C-os forgatdba helyeztlik ¢ket 1 ora eléinkubaciora.
Ezt kovetden a sejteket Killepitettiik (3000 RPM-en, 5 percen &t centrifugalunk), majd pipetta
segitségével leszivtunk 900 ul folyadékot a sejtekrdl tigy, hogy a kiiilt pelletet ne keverjiik fel.
A maradék térfogatban (~100 ul) felszuszpendaltuk a sejteket és szélesztettik oket.

3.10. E. coli sejtek szélesztése

A szélesztést minden esetben steril oltofulkében végeztik el. A szélesztés kezdete el6tt
meggyujtottuk a borszeszégbt, és etanolba martottuk az Uveg szélesztébotot, majd leégettiik
az uvegbotrél az etanolt, ezzel biztositva a sterilitast. El6szor antibiotikumot szélesztettiink a

1,5% agaroz tartalmu LB taptalajra. Ha ampicillinnel (20 mg/ml) dolgoztunk, akkor 100 ul
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kerllt a felszinére, kanamicin (10 mg/ml) esetén pedig 200 pl. A széleszt6bot segitségével
elteritettuk az antibiotikumot a taptalaj teljes fellletén. Ezt kovetéen a sejteket is
Kiszélesztettiik a csészékre. 100 ul transzformalt sejtet két csésze kdzott osztottunk szét gy,
hogy az egyikre 20 pl, a masikra 80 pl jusson. Igy ha kevés koldnia jelenik meg, konnyebb
valogatni a 80 pl-t tartalmazo csészérdl, ha pedig tal sok, akkor a 20 pl-es csészén kevesebb
az esély a koldnidk dsszendvesére. Ennek vegeztével 37 °C-os inkubatorba tettilk a csészéket,

és egy éjszakan at inkubaltuk oket.

3.11. E. coli folyadék kultira inditasa

A leoltast minden esetben steril oltofiilkében végeztik el.

A leoltés steril félkémcsovekbe tortént, és minden kolonia kiilon félkémcsébe keriilt. Els6
Iépéskent 3-3 ml LB tapoldatot tettiink minden félkémecsobe. A félkémcsé szajat, és tetejeét
borszeszégl segitségével leégettlik. A tapoldathoz ezutan 3-3 pl tomény antibiotikum kerilt
(ampicillinb6l 100 pg/ml, kanamicinbdl 50 pg/ml). A Petri-csészén szelektiv médiumon
feln6tt E. coli DH5a kolonidkbdl kivalasztottunk egyet, a csésze kozepérdl, és csipesz
segitségével, steril fogpiszkaldt szurtunk bele. A fogpiszkalét ezutan az LB-t és
antibiotikumot tartalmazd félkémcsébe helyeztilk, majd leégettiik a szajat, és a tetejét. A
szUrast annyi koldnian végeztlk el, ahdny mintéra sziikségunk volt az adott kisérlet soran. A
felkémcsoveket ezutan 37 °C-os forgatoba tettiik, és hagytuk a sejteket noni és osztodni, egy

éjszakan at.

3.12. Plazmid DNS tisztitas

A Plazmid DNS tisztitdsdhoz a ZR Plasmid Miniprep Kit-et (Zymo Research) hasznaltuk a
gyartd altal megadott protokoll szerint. Az eljards soran a centrifugalasi lépések mind
13.000 g-vel torténtek.

A 3 ml-es baktérium kultirédkbdl elészor 1,5 ml-t Eppendorf csovekbe pipettazunk, és
centrifugaltuk ¢ket 20 masodpercen at, 13.000 g-vel. A felliliszot ledntottik, majd a kultdra
masik felét rdengedtik a mar Killt pelletre, és ismételtik a centrifugalast. Ezutan
lepipettazzuk az 6sszes fellluszot. A pellethez hozzdadtunk 200 pl P1 puffert, és
felszuszpendaltuk a kitlt sejteket pipettazassal. 200 ul P2 puffert is adtunk a mintahoz, és fel-
le forgatassal Ovatosan 0sszekevertiik, nem vortexeltik. Két percen at inkubaltunk,
szobahdmérsékleten, ami alatt a sejtek teljesen lizaltak, az oldat lila szint vett fel.

Ezutan 400 pl P3 puffer kerult a mintdhoz, majd ismét Ovatosan, de alaposan 6sszekevertik.

Ujra két perces inkubéciot végeztink szobahémérsékleten, amelynek soran a lizatum
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neutralizalddott, és sarga szint vett fel. Ezt kovetden centrifugaltuk a mintainkat 3 percen ét,
és kozben belehelyeztik a Zymo-Spin™ IIN oszlopot a gyijtécsébe, és atpipettaztuk a
centrifugalasbdl szarmazo feluiliszét az oszlopra. Ennek végeztével ismét centrifugaltunk, 30
masodpercen at, majd kidobtuk az atfolyot, és visszatettik az oszlopot ugyanabba a
gyiijtéesébe. 200 ul Endo-Wash puffer vittiink fel az oszlopra és fél percig centrifugéltunk.
Ezutan 400 pl Plasmid Wash puffert is engedtiink ra, és egy percig, ismételten centrifugaltuk
a mintankat. Ezt kovetOen athelyeztlk az oszlopot egy tiszta Eppendorf csébe, és hozzaadtunk
31 ul Rnéz tartalmd DNS eluciés puffert, a membran kozepére iranyitva. Inkubaltunk
szobahdmérsékleten 1 percig, végul 13.000 g-vel torténd, fel perc centrifugélas utén,
megkaptuk a tisztitott plazmid DNS eluatumot.

3.13. Restrikcids emesztés

Tesztemésztést végeztiink azért, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy az izolalt plazmid
val6ban tartalmazza-e, az altalunk bevitt inszertet. Illetve emésztettilk a plazmidokat azért is,
hogy felnyissuk Oket, egyik plazmidbdl késobb a masikba lehessen ligalni az inszertiinket.
Az emésztések soran mindig EcoRI és Kpnl Fast Digest (Thermo Fisher Scientific) enzimeket
hasznaltunk, mivel ezen enzimek hasitd helyei mindegyik altalunk hasznalt plazmidon

megtalalhatdak, és ezek koze kerilt az inszertlink ligalésra.

Master mix:
e 10X green puffer: 2ul
e plazmid DNS: 1 ul
e ECORI: 1wl
o Kpnl: 1wl
e MQ H0: 15 ul

20 pl
Jégen dsszedllitottuk a master mixet, majd 37 °C-on, 15 percen at inkubaltunk. Ezt kovetéen
80 °C-on, 5 percen keresztiil hésokkoltuk a mintat, majd jégre tettik, és lehuzattuk
centrifugaval az elegyet. Végil pedig gélelektroforézis segitségével megvizsgaltuk, hogy a

gelképen a vart fragmentek lathatoak-e.

3.14. DNS izolalasa gélbol
Az izolélast a MN NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey Nagel) segitségével, és

annak mellékelt protokollja alapjan végeztik el. Az eldzetesen gélelektroforézissel
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megfuttatott, majd kivagott, DNS fragmentet tartalmazd gélkockanak eldszor lemértik a
tdmegét. Minden 100 mg agaréz gélhez adtunk 200 pl NTI puffert. A mintankat ezt kovetéen
50 °C-on inkubaltuk 10 percen at, kdzben 2-3 percenként vortexeltik. A gél teljesen
feloldddott az inkubéacid végére. A Nucleospin® Gel and PCR Clean—up oszlopot gyiijtécsébe
helyeztiik, és maximum 700 mikroliterenként raengedtik az olvadt mintat. Centrifugéltunk 30
méasodpercen &t, 11.000 g-vel. Az atfolyét kidobtuk, és visszahelyeztik az oszlopot a
gylijtécsébe. Ha maradt még az olvadt mintankbol, megismételtiik vele ezt a 1épést. Ezutan
700 ul NT3 puffert (mosoé puffer) vittiink fel az oszlopra, és ismét centrifugaltunk 30
masodpercen keresztil, 11.000 g-vel. Kidobtuk az atfolyot, és ismételtik a mosést. Az oszlop
szilika membranjanak szaritasat is centrifugalds kozben végeztik el, Uresen (1 perc,
11.000 g). Az etanol teljes eltavolitasa erdekében, 70 °C-on, 5 percen at inkubaltunk. Végul
tiszta Eppendorf csObe helyeztiik az oszlopot. Répipettaztunk 15 pl NE puffert (elucios
puffer) és inkubaltuk egy percig szobahdmérsékleten. Amint lejart az inkubécio, 11.000 g-vel,
1 percen at centrifugaltunk igy megkapva a tisztitott DNS-t.

3.15. DNS mennyiségének fluorometrias meghatarozasa:

DNS mennyiség meghatarozaséara Qubit 2.0 fluorométert és Qubit dSDNA BR Assay Kit-et
(Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. Eldszor elkészitettilk a Working Solution-t, a Qubit
reagens 1:200 Qubit pufferbe valé keverésével. A két standard mintdhoz (amelyek a
kalibracios gorbe két végpontjat adtak), 190-190 ul Working Solution, és 10-10 pl Standard 1
illetve Standard 2 minta kellett. A sajat mérésiinkh6z 198 ul Working Solution-re, és 2 pul
sajat mintara (DNS) volt szlikséglink. Az oldatokat 2-3 masodpercen keresztiil vortexeltik,
majd inkubdltuk 6ket 2 percen at, szobahOmérsékleten. Vegul a csdveket behelyeztik
egyesével (a standard mintakkal kezdve) a Qubit 2.0 Fluorometer-be, mértiink, és leolvastuk

az adatokat.

3.16. DNS inszert ligalas
A Glol inszert pPENTR 3C vektorba val6 sticky end ligalashoz T4 DNS ligaz enzimet

(Thermo Fisher Scientific) és puffert hasznaltuk.

e pENTR 3C: 3ul
e Glol fragmentum: 6,4 ul
e 10X T4 DNS ligaz puffer: 0,5ul
e T4 DNS ligaz: 2 ul
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A ligélési reakcio végtérfogata 20 ul volt, igy kiegészitettik 8,1 ul MQ vizzel, majd jégen
Osszedllitottuk a reakciomixet eés masfél 6ran at inkubaltunk, 22 °C-on.

3.17. LR Rekombinacios reakcio
Az LR rekombinéciés reakciot Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific) felhasznalasaval végeztik el.
Master mix:
e pTWF-attB (destination vector): 1 ul
e pENTR 3C-Glol (entry clone): 0,6 ul

e LR Clonase enzyme mix: 2 ul
e TE puffer: 6,4 ul
10 pl

Osszedllitottuk, az enzimet kivéve, a reakciot egy Eppendorf csében. Az enzimet kétszer
roviden megvortexeltik, majd a mixhez adtunk bel6le 2 pul-t. Pipetta segitségéevel
Osszekevertlik, nem hasznaltunk vortexet. Ezutdn egy 6ran &t inkubaltunk 25 °C-on. Végul
hozzaadtunk 1 ul Proteinaz K-t a reakcidhoz, és inkubaltuk az elegyet 10 percen at, 37 °C-on.

Ennek vegeztével készen allt az elegy a transzformalasra.

3.18. Midi prep

A NucleoBond Xtra midi, Midi prep segitsegével nagy tisztasagu, és koncentralt plazmid
DNS nyerhetd ki, amely az injektalas sikerességének szempontjabodl elengedhetetlen.

El6szor lecentrifugaltuk a plazmidot tartalmazo sejteket 4000 RPM-en, 10 percen at, majd a
kitilt pelletrdl ledntottiik a feliiluszot. 8 ml Res puffert adtunk a mintahoz, felszuszpendaltuk a
leiilt sejteket benne, majd vortexeltiink. Lysis pufferbél is 8 ml kertilt a sejtekhez, viszont mar
csak fel-le forgatassal kevertiik 0ssze Oket, nem vortexeltiik a mintat. Az oszlopot falcon
csObe helyeztiik, és aktivaltuk. Ezt 12 ml EQU (Equilibration) puffer segitségével tettiik meg,
amelyet Ugy vittunk fel az oszlopra, hogy teljesen atnedvesitsik azt. Neutralizaltuk a sejteket
NEU puffer segitségével, amelybdl 8 ml keriilt a lizatumhoz. Fel-le forgatassal alaposan
Osszekevertiik az oldatot addig, amig az eredetileg kék szine teljesen fehérré és csapadékossa
valt. Haromszor még atforgattuk a mintat, majd felvittiik az oszlopra. Ezutan megvartuk, amig
a lizdtum atfolyoja teljesen lecsopog a falcon csdbe. A mosasi 1épést is EQU pufferrel
végeztiik, ebbdl 5 ml keriilt az oszlopra igy, hogy atnedvesitse teljesen a filtert. Ezutdn

vartunk hogy lecsopogjon az atfolyd, amely tartalmazza az izolalt plazmidot is. Az elsd

19



mosasi Iépés utan kidobtuk a filtert, majd az oszlopon Gjabb mosasi Iépést végeztiink 8 ml
Wash pufferrel. Ezt kdvetden elualtuk a plazmidot egy 0j falcon csébe 50 °C-ra elomelegitett,
5 ml ELU (Elution) puffer segitségével. A melegitést azért végeztiik el, mert elésegiti a
hatékonyabb eluciot. Kicsaptuk a plazmidot szobahdmérsékletti, 3,5 ml izopropanol
segitségével. Az eludtumot ezutdn alaposan megvortexeltik, szétosztottuk Eppendorf
csovekbe, majd 15.000 g-vel 30 percen at, 4 °C-on centrifugaltunk. A feliilaszot ezt kovetéen
Ovatosan eltavolitottuk. Eppendorf csovenként 1 ml 70%-os etanolt adtunk a pellethez, majd
ismét 15.000 g-vel centrifugaltunk, de ezittal szobahémérsékleten. Ennek végeztével
lepipettaztuk az etanolt, dvatosan hogy a kicsapott plazmid DNS-t nehogy felszivjuk kdzben.
Az esetleg mintdn maradt etanolt pedig hagytuk elparologni, 10 perc szobahdmérsékleten
torténd szaradas alatt. A mintahoz ezutan csévenként 50 pl injektald oldat kertlt, majd ebben
reszuszpendaltuk a plazmid DNS-eket. Utolso 1épésként egyesitettiik a mintakat egy kézos

Eppendorf csébe, €s roviden centrifugaltunk.

3.19. Drosophila torzsek és fenntartasuk

A transzgenezishez felhasznalt y w* M(eGFP.vas-int.Dm)ZH-2A; P{y*"“"=CaryP}attP40
(25C6 citoldgiai pozicidban, 2L:5.108.448) és y w M(eGFP.vas-int.Dm)ZH-2A;
P{y""'=CaryP}attP2 (68A4 citoldgiai pozicidban, 3L:11.070.538) az ELKH SZBK
Drosophila Injektald Szolgalata bocsatotta rendelkezésiinkre. A w; UAS-Httex1.Q25 és w;
UAS-Httex1.Q120 térzsek 22 Prof. J. Lawrence Marsh (University of California, Irvine, CA,
USA) laboratériumabdl szarmaztak. A P{w*™"S=GawB}elav®®®, w, w; Sco/SM6b és w;
TM3, Sh/ TM6, Hu torzsek a Bloomington Drosophila Stock Centerbdl szarmaznak.

A torzseket sztenderd Drosophila taptalajon (3% széraz élesztd, 4% kukoricadara, 2%
blzaliszt, 9% glukdz, 0.7% agar, 0.15% Tegosept) 18 °C-on tartottuk fenn, a keresztezéseket

ugyanezen a taptalajon, 25 °C-on végeztik.

3.20. Kvantitativ PCR

A kvantitativ valos idejii (real-time) PCR (gPCR) a templat relativ mennyiségének
meghatarozasara alkalmazott eljaras. A reakcidkat a Luminaris Color HiGreen gPCR
reagenssel Piko-Real Real-Time PCR berendezéssel (Thermo Fisher Scientific) végeztik el.
A 10 pl végtérfogata reakciok tartalmaztak 2 ul cDNS templatot, 5 ul 2x témeny PCR mixet,
forward és reverz primereket illetve ioncserélt vizet. A primereket minden esetben 500 nM
koncentracioban hasznaltuk a reakciok soran, kivéve az o-tubulint, amellyel 200 nM

koncentracioban dolgoztunk. Primerparonként PCR master mixeket mértiink 6ssze (templat
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nélkal) és 8-8 ul-t felvittink beldlik egy 96 lyuku PCR plate-re. Ezutan 2-2 pl ¢cDNS-t is
hozzaadtunk a lyukakban 1évé mixekhez, és pipettaval alaposan 0sszekevertiik 6ket. Végul
beprogramoztuk a PikoReal 96 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) késziiléket

az aldbbiak szerint:

e UNG aktivacid 50 °C 2 perc

e Kezdeti denaturacio: 95°C 10 perc

e Denaturécio: 95°C 15 mésodperc } 40x
e Annealing és elongacio: 60 °C 1 perc

e Melting Curve: 60 - 95 °C

e Tarolés: 20 °C 0
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 A Glyoxalase 1 (Glol) gént taltermelé Drosophila térzsek létrehozésa

A projekt soran célunk volt olyan transzgenikus Drosophila térzsek eléallitasa, amelyekben a
Glol gén a GAL4/UAS expresszios rendszer segitségével FLAG peptid taggel jelolt
formaban taltermeltetheté. Tobb klonozasi 1épést hajtottunk végre (3. abra), hogy a Glol gén
kodold szekvenciajat helyspecifikus transzgén integraciot biztosité pTWF.attB vektorba

klonozzuk, majd e konstrukcidk felhasznalasaval transzgenikus torzseket hoztunk létre.

CloneJet
ligalas . . . . .
€ T

Glol_cDNS
542 bp

pJET1.2-Glol |, B

3516bp j

EcoRI — Kpnl
T4 ligaz

pTWEF-attB-Glol

10 037 bp

3. dbra: Klénozési terv

4.1.1. A Glol kodol6 szekvencigjanak kldénozasa pJET 1.2/blunt vektorba

20 darab Oregon-R (vad tipust Drosophila torzs) nésténybdl total RNS-t izolaltunk
Macherey-Nagel NucleosSpin RNA Plus Kittel, majd abbdl reverz transzkripcidval egyes
szali cDNS-t allitottunk elé6 Tagman Reverse Transcription Reagents (Thermo Fisher
Scientific) és random hexamer primerek felhasznalasaval. A Glol gén kdédolo régiojat (az els6
ATG-t6l a stop kodont megel6z6 kodonig) a cDNS templatrol polimeraz lancreakcio (PCR)
segitségével amplifikaltuk Q5 magas hiliségli DNS polimeraz, valamint a Glol_E3C_F és
Glol _E3C_R primerek felhasznalasaval. A Glol_E3C_F primer erés Kozak szekvenciat
(TACCATGQG) és a klonozas elésegitése érdekében a génspecifikus résztél 5° iranyba Kpnl
restrikcios enzim hasitohelyet tartalmazott. A Glol_E3C_R primer 5* végén EcoRI restrikcios
enzim hasitohelyet tartalmazott. A primerek megtervezésekor tligyeltiink arra, hogy a végso

»destination” vektorban (pTWF.attB) a fuzidés peptid tag megfeleld leolvasasi keretbe
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keriljon. A PCR termék méretét agardéz gélelektroforézissel ellendriztik, a kapott

fragmentum mérete megegyezett a gén-modell ltal vart 542 bp mérettel (4. abra).

marker Glol

—

-~

4. &bra: Glol amplikon gélelektroforézise.
Az els6 savban GeneRuler 1kb Plus DNS

-
——

marker, a masodik savban a cDNS templaton
—_— Glol E3C_F és Glol_E3C_R primerekkel
amplifikalt PCR termek lathato.

500 bp e

A Glol PCR amplikont Monarch PCR & DNA Cleanup Kit segitségével tisztitottuk és
koncentréaltuk, majd CloneJET PCR Cloning Kit felhasznaldsaval ligaltuk pJET1.2/blunt
vektorba. A vektor ampicillin rezisztencia gént (béta-laktamaz) és pozitiv szelekcidéhoz
alkalmas letalis gént (eco47IR) tartalmaz, ezért miutan a ligatumot E. coli DH5a kompetens
sejtekbe transzformaltuk, azokat ampicillinnel kiegészitett taptalajt tartalmazé csészékre
szélesztettiik, és a megjelend bakteridlis sejttelepekbdl inditottunk folyadék kulttrakat. Az
egyes kultardkbdl készitett plazmid preparatumokban a pJET1.2 vektorba ligalt Glol
jelenlétének igazolasara, az inszert két végénél 1évé Kpnl és EcoRI hasitohelyeket
kihasznalva, tesztemésztést végeztiink a két enzimmel, majd gélelektroforézissel vizsgaltuk az
emésztett mintdkat (5. abra). Emellett tesztemésztést végeztiink Ncol enzimmel is annak
érdekében, hogy meghatarozzuk a vektorban a Glol inszert irdnyultsagat. Ezt azért tehettlik
meg, mert Ncol hasitohelybdl talalhato egy a vektor multiklonozo helyében, és egy a Glol
inszert egyik végén is. Az enzimmel vald hasitas utan tehat vagy egy kisebb, a Glol csak egy
Kis részet tartalmazd fragmentum (~40 bp), és egy nagyobb (~3500 bp), a Glol nagyobb
részeét is tartalmazo vektor fragmentum volt varhato (5. abra, 2. és 3. Ncol minta); vagy pedig
egy nagyobb Glol fragmentum az eredmény, amely a vektor egy kis részét is tartalmazza

(~600 bp), és egy vektor fragmentum (~2900 bp) volt varhat6 (5. abra, 1. Ncol minta).

23



5.abra: pJET-Glol plazmidok teszt-
emésztéseinek gélelektroforézise. Az elsé
savban GeneRuler 1kb Plus DNS marker, a

kovetkezdekben Kpnl és EcoRl, illetve Ncol

<€— pJET vektor

enzimekkel emésztett plazmidok lathatdak.

<€— Glol inszert

A tovabbiakban a 2. mintaval dolgoztunk, melyben a Glol inszert a 6. abran bemutatott

térképnek megfeleléen helyezkedett el a pJET 1.2/blunt vektorban:

(9) Pstl BbsI (51)
DralIll (125)
BfuAI - BspMI (210)

NotI (329)
PaeR7I - PspXI - XholI (352)

S EcoRI (372)
Eco0109I - PpuMI (421)

—

(3136) XmnI

(3017) Scal
Pfol* (489)
BstXI (490)
Afel (498)
BsaAI - PmII (552)

(2907) Pwvul

HincII (617)
BIpI (639)
Bsu36I (671)
AleI (681)

(2759) FspI

(2685) NmeAIII |
(2657) Bgll
(2607) BpmI
(2598) Bsal

(2537) AhdI

Ncol (904)

|~ Acc65I (908)
[~ KpnI (912)

. XbaI (919)

Ncol (950)

BspDI - Clal (960)

pJET1.2-Glo1 B orientacié
3516 bp

HindIII (1166)

BbvCI - BpulOI (1260)
BsmI (1264)

BsmBI - Esp3I (1287)
Pmel (1306)

Mfel (1434)
BspQI - SapI (1528)

(2060) AIwWNI

DrdI (1752)

6. abra: pJET 1.2-Glol konstrukcio fizikai térképe.

A mintat megszekvenaltattuk (a szekvenalast a Delta Bio 2000 Kft végezte), hogy
meggy6zodjiink rdla, hogy a folyamatok soran nem tortént valtozas (pl. pontmutacio) a Glol
cDNS szekvenciajaban. Az eredmény azt mutatta, hogy a Glol szekvencidjaban a klénozas
soran nem tortént valtozas.
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4.1.2. A Glol kodold szekvenciajanak klénozasa pENTR3C vektorba

A kovetkez6 klonozasi 1épés sikerességéhez sziikséges volt a pJET1.2-Glol és pENTR3C
segitségével, fluorometridsan hataroztunk meg. A lemért adatok alapjan a a pJET1.2-Glol
koncentrécidja ~100 ng/ pl, az pENTR3C minté ~130 ng/ul volt. Ezt kovetden a kivalasztott
PENTR3C vektor mintat es a pJET1.2-Glol konstrukciot Kpnl és EcoRI restrikcios
endonukleazok segitségével emésztettiik, majd a termékeket gélelektroforézis segitségével

elvalasztottuk (7. abra).

pJET1.2/blunt NMankes PENTR3C 7. 4bra: pJET1.2-Glol konstruk-
- e ci6 és pENTR3C vektor Kpnl -

EcoRI emésztése. A képen az elsd
zsebben talalhato a pJET1.2-Glol, a
harmadik  zseb tartalmazza a
GeneRuler 1kb Plus DNS markert,
az 6tddik pedig a pENTR3C vektort.

A termékek nagysaga a vartnak megfelelé volt, mivel a Glol 542 bp, a pPENTR3C pedig a
ccdB kazettaja el6tt és utan tartalmazta a két enzim hasitohelyeit, ez a régié pedig ~400 bp,
igy a felnyitott vektor ~2700 bp hosszu. A két fragmentumot ezutén kivagtuk a gélbél, és MN
NucleoSpin Gel and PCR Clean—up kit segitségével izolaltuk bel6liik a DNS-t. A ligalasukat
T4 DNS ligaz segitségével végeztik el, figyelembe véve a koncentracidjukat is. A vektor
kanamicin rezisztencia gént (KanR) és negativ szelekcidhoz alkalmas letalis gént (ccdB)
tartalmaz, mely a sikeres emésztés soran kivagodik. igy tehat a ligitum E. coli DH5«
kompetens sejtekbe transzformélasa, majd kanamicines taptalajt tartalmaz6 csészékbe
szélesztését kovetden koloniakat biztosan olyan vektorokat tartalmazé sejtek képeznek,
amelyekbdl kivagodott a letalis gén, ¢és rendelkeznek a KanR génnel is, vagyis a vektor
tartalmazza a Glol inszertet. Hat koloniabdl inditott kultarabol tisztitottunk plazmid DNS-t
ZR Plasmid Miniprep Kit-et hasznalva, majd ismét ellen6rz6 tesztemésztést végeztiink EcoRI

és Kpnl enzimekkel, és a mintainkat gélelektroforézissel vizsgaltuk (8. abra).
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Felnyitott
—> pENTR3C

—> Glo 1

8. abra: pENTR3C-Glol konstrukci6 tesztemésztése. Az elsé sav a GeneRuler 1kb Plus
DNS markert tartalmazza, a tobbi savban pedig Kpnl és EcoRI enzimekkel emésztett mintak
lathatoak.

A tesztemésztések alapjan mindegyik pENTR3C-Glol konstrukcié megfelelé volt, a

tovabbiakban az 5. mintaval dolgoztunk tovabb.

4.1.3. A Glol kddolé szekvenciajanak klonozasa pTWF.attB vektorba

A pENTR3C vektorban Gateway kldnozasra alkalmas attL1l és attL2 szekvenciakat is
tartalmaz. Ezek azért szlikségesek, hogy az ENTRY vektorba klénozott gén (esetiinkben a
Glol) az attL1 és az attL2 helyek és a célvektorban (esetiinkben pTWF.attB) talalhaté attR1
és attR2 helyek kozti helyspecifikus rekombinacidval a célvektorba klénozhat6 legyen. Az
LR rekombinacios reakciot Gateway LR Clonase Enzyme mix segitségével végeztik el.
Ezutan E. coli DH5a kompetens sejteket transzformaltunk az igy kapott pTWF.attB-Glol

konstrukcioval (9. abra).

(9711) Xagl
(9331) Mph1103I

Eam1105I (1067)
NsbI (1289)

Zral (1987)

9. &bra: A pTWF.attB-
et (tiii; Glol konstrukcio. A képen

BpulOI (2902)

pael 02s)  JOl latszanak az attBl és

Sdal (3034)

(7801) Bsp68I - Rrul

pTWEF-attB-Glol

10037bp 97 attB2 helyek, a mini-white

(7367) Ecol105I Acc65I (3463

KpnI (3467)
Eco81I (3701)

markergén, az ampicillin

(7065) BtgZI

ceort (oo, T€zisztencia gén, az UAS

NotI (4006)
XhoI (4014)

Xbal (4023) szekvencia, és a 3x FLAG-

tag,

BshTI (4132)

(6507) PIUTI
(6505) Ehel
(6504) Narl
(6503) SspDI

(5887) BspTI

(5237) Psyl

MunI (4860)
(5052) Cfr421 KspAI (4873)
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A pTWF.attB vektor ampicillin rezisztencia gént, és ccdB kazettat tartalmaz, ezért a
transzformalt sejteket ampicillines taptalajt tartalmazd csészékre szélesztettik. A felndtt
sejttelepek mindegyike tartalmazza a Glo 1 inszertet, mivel az attR1 és attR2 helyek
kozrefogjak a ccdB kazettat, igy az inszert ennek a helyére rekombinalddik be, igy elveszti a
vektor a letalis genjét. Az ampicillin rezisztencia gén megléte miatt pedig képesek megélni az
antibiotikumos téptalajon is. Hat ilyen sejttelepbdl vettiink mintat, és ezekb6l folyadék
kultarékat inditottunk. Ezutan plazmidot tisztitottunk bel6liik, majd tesztemésztettiink Kpnl és

EcoRI endonukleazokkal, végul pedig gélelektroforézissel vizsgaltuk meg az emésztések

eredményét (10. abra).

— pTWEF.attB
vektor
—_> Glol

10. dbra: pTWF.attB — Glol konstrukcidk tesztemésztése Kpnl és EcoRI enzimekkel. Az
els@ sav tartalmazza a GeneRuler 1kb Plus DNS markert, a tovabbi hat sdvban pedig a

pTWF.attB —Glo1 minték talalhatoak.

A tesztemésztések alapjan mind a hat vizsgalt minta megfeleld szerkezetlinek bizonyult, a

gélkép alapjan legkoncentraltabb 3. mintaval folytattuk tovabb a munkat.

4.1.4. Transzgeikus pTWF.attB-Glol konstrukciot hordozé Drosophila melanogaster
létrehozasa

Transzgenikus Drosophila tdrzseket a ¢C31 integrdz medialta integréciora alkalmas,
pTWEF.attB-Glol konstrukcionak megfelelé attP dokkold helyet tartalmazd embridokba vald
injektalasaval kivantunk létrehozni. Az injektalashoz nagy tisztasdgl és koncentralt mintara
volt sziksegunk, melyet a NucleoBond Xtra Midi prep kit segitségével tisztitottunk 100 ml
pTWEF.attB-Glol hordoz6 DHb5a sejtkultirabdl. NanoDrop 1000 spektrofotométer

crcr

értéke 1,92, a 260/230 értéke pedig 2,32 volt, teljesen tisztanak tekinthettiik az izolalt
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plazmidot. Hogy megbizonyosodjuk arrol, hogy nem tortént valtozas a szekvencidjaban sem,
szekvenalast végztettink (Delta Bio 2000 Kft.) aminek eredménye arra utalt, hogy a
szekvencia valtozatlan, nem tortént pontmutacié a Glol-ben, igy a minta készen allt az
injektalasra. Az injektalast az Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont Drosophila Injektalo
Szolgélata végezte, akik masodik kromoszomas (attP40), és harmadik kromoszémas (attP2)
dokkolo helyet tartalmazé embridkba is beinjektaltdk a pTWF.attB-Glol konstrukciot. Ezért
is a pTWF.attB volt a valasztott célvektorunk, mivel ez képes a kromoszoémaba
helyspecifikusan integralni a Glol transzgént, ezen felll pedig tul is termeltethetjiik azt az
UAS/GALA4 rendszerrel, és a termelt fehérje FLAG-taggel fog rendelkezni a C-terminalisan.
A pTWF.attB vektor tartalmaz mini-white markergént, amely narancssarga szemet

eredményez, amely fenotipus biztositja a transzgén jelenlétét.

11. &bra: UAS-Glol.flag transzgenikus
Drosophila. Baloldalon a pTWF.attB-Glol
konstrukciét hordozd narancssarga szem
w; UAS-Glol.flag transzgenikus him, jobbra

mellette nem transzgenikus (fehér szemti, w)

testvére.

Ahhoz, hogy a mini-white markergén segitségével a transzgenikus muslicakat szelektalni
tudjuk a narancssarga szemszin alapjan, az injektalt embriokbdl kikelt muslicakat (attP40: 36
db himet és 44 db ndstényt, attP2: 68 db himet és 81 db ndstényt) elészor fehér szemii w'ii
egyedekkel kereszteztiik. Ez azért volt fontos, mert az injektalt sziilok a testi sejtjeikben nem
termelik a transzgént, az csak a csiravonal sejtjeik némelyikében jelenik meg (mozaikosak). A
dominans marker miatt azonban azokbdl a himivarsejtekbdl és petesejtekbdl, amelyekben
sikeres volt az injektalas, narancssarga szemi transzgenikus legyek lettek. Transzgenikus
legyek attP40 himek esetében 7, néstények esetében 9 keresztezésben, attP2 himek esetében
11, néstények esetében pedig 20 keresztezésben jelentek meg (11. &bra). Ahhoz, hogy a Glol

transzgén jelenlétére homozigota allatokat kapjunk, torzsbeallitdas volt szlikséges. Ezt az
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alabbi abra alapjan (12. abra), keresztezésekkel tettik meg. Ezzel sikerult olyan indukalhatd
UAS-Glol.flag transzgént hordoz6 torzseket létrehoznunk, amelyek segitségével késobb
vizsgalni tudjuk majd a Glol tultermelésének a neurodegenerativ folyamatokra Kifejtett
hatasat HD modellben.

Glol transzgén a masodik kromoszoman: Glol transzgén a harmadik kromoszémain:
| v W M(vas-in)ZH-24; P{y=CaryP}auP40 injelash embrio |y W M(vas-in)ZH-2A; P{y=CaryP}anP _injeltah embrio |
2w ywMvas-nt)ZH-2A; pTWF {UAS-Glo! }attP40 2 wx y wM(vas-int)ZH-2A; pTWF{UAS-Glo1}attP2
\. \
2 w;Sco /SM6b » w; pTWF {UAS-Glol1}attP40 / + J  szelektilas w” markerre | Q w; TM3, Sh/TM6, Hu * w; pTWF{UAS-Glo1}attP2 / + §  szelektilis w* markerre
w; PTWF{UAS-Glo1}attP40 / SM6b 22 x Jd testvérkeresztezés w: pTWF{UAS-Glo1}attP2 / TM3_ 8b 29 x JJ testvérkeresztezés
e —
w; pTWF{UAS-Glo1}attP40 29 x dJ testvérkeresztezés w pTWF {UAS-Glol}attP2 2% » I testvérkeresztezés

12. dbra: UAS-Glol.flag transzgenikus torzsek létrehozdsanak keresztezési sémaja.

4.2 Az AGE-RAGE utvonal jelatviteli komponenseinek transzkripcios aktivitdsanak
vizsgalata HD modellben

A vizsgalatunk alapjaul egy korédbban Huntington-kor és Alzheimer-kér modellen elvegzett
mikroRNS transzkriptomikai vizsgalat szolgalt, melynek soran azt figyeltik meg, hogy mely
miRNS-ek mutatnak mennyiségi valtozast a betegség modellekben. A mennyiségi valtozast
mutatd miRNS-ek predikalt mRNS célpontjainak elemzése azt mutatta, hogy a miRNS-ek
szamos olyan mRNS célponttal rendelkeznek, amelyek az AGE-RAGE jelatviteli Utvonalhoz
voltak kothetéek. Ennek okéan vizsgaltuk ezutan az utvonal egyes génjeit, koztik egy fo
effektor fehérjét, és tobb jelatviteli komponenst kddolé gént is, hogy véltozik-e a

transzkripciéjuk a HD modellben (1. tdblazat).

, - Human Szekvencia
Gén neve Jelolés , )
ortholdg azonossag
rolled rl ERK 82%
Phospholipase C at 21C Plc21C PLCB1 40%
inactivation no afterpotential C inaC PRKCA 51%
no receptor potential A norpA PLCB4 50%
Protein C kinase 98E Pkc98E PRKCE 58%
baboon babo TGFBR1 54%
Phosphatidylinositol 3-kinase 92E | pi3K92E PIK3CD 38%
Smad on X Smox SMAD3 60%
Glyoxalase 1 Glol GLO1 69%
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1. Téblazat: A dolgozatban vizsgalt AGE-RAGE utvonalban érintett Drosophila gének,

roviditett jel6lésuk, human ortholdgjuk, és az azzal valé aminosav szekvencia azonossag.

4.2.1. Htt-Q120 és Htt-Q25 ¢DNS mintak eléallitasa

A vizsgalatunkat egészséges (HttQ25, kontroll), illetve mutans Huntingtin fehérjét (HttQ120)
kifejez6 Drosophila &llatokbol szarmazé mintakon végeztilk. Ennek érdekében w; UAS-
HttQ25 és w; UAS-HttQ120 torzsekbdl szarmazd himeket kereszteztiink elav-GAL4 sziiz
néstényekkel. Az idegsejt specifikus génkifejez6dést biztositd elav-GAL4 driver az utdédok
idegrendszerében indukélta a Huntingtin transzgének transzkripciojat. A elav-GAL4/w; UAS-
HttQ25/+ illetve elav-GAL4/w; UAS-HttQ120/+ genotipusi ndstény allatokkal dolgoztunk
tovabb, 5 naposan gyljtottik és fagyasztottuk le Oket folyékony nitrogén segitségével.
Fejeikb6l ezutan RNS-t izolaltunk, amit aztdn LunaScript RT SuperMix Kit és random
hexamer primerek segitségével atirtunk egyesszali cDNS-sé. Hat ilyen cDNS mintank késziilt
igy el, harom Q25 és harom Q120 minta, melyek mindegyike mintanként 20-22 fejbdl lett

eloallitva.

4.2.2. Az AGE-RAGE ttvonalba es6é gének transzkripcioés aktivitaisanak meghatarozasa

Az egyes AGE-RAGE ttvonalba es6 génekrol képz6do transzkriptumok mennyiségét a cONS
atirast kovetéen kvantitativ real-time PCR (qPCR) segitségével hataroztuk meg. A
vizsgalathoz sziikséges volt cDNS pool és ebbdl készitett higitési sor, higitott cDNS mintak és
primer higitasok készitése is. A cDNS poolhoz mind a hat cDNS mintabol 3pul kertilt, és az
igy kapott 18 pl-t higitottuk 72 pl 10 mM Tris-HCI pufferrel, 5X higitast kapva. Ebb6l négy
lépcsds, 3x higitasu templat higitasi sort készitettiink (5x, 15x, 45x és 135x higitasok). Ez a
kalibracios egyenes elkészitéséhez volt sziikséges, amit a késObbiekben ismertetek az
értékelées soran. A cDNS mintakbol a gPCR reakciokhoz egyesével 10x higitasokat
készitettiink. A primereket is higitottuk, 5 uM koncentraciora, és 500 nM koncentracidban
hasznaltuk 6ket a qPCR reakciok soran. Ez alol kivételt képez az a-tubulin haztartasi gén,
amelyet 200 nM koncentraciéban hasznaltunk, kontrollként. A hasznalt primerek szekvenciait
a Fuggelék 2. tablazata tartalmazza. A qPCR vizsgalatokat SYBR Green fluoreszcens festék
tartalmu Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix-el végeztiik Piko-Real Real-Time PCR
berendezésben. Minden vizsgalt génre specifikus PCR reakciot elvégeztiik a cDNS templat
higitasi soron, a Q25 és Q120 mintakon, valamint egy templat nélkili kontrollon. Az a-
tubulin haztartasi gén kontroll és a Glol specifikus primerekkel a vizsgalat kétszer lett

elvégezve. Az eredmenyek elemzését a qPCR berendezés altal meghatarozott Ct értékeket
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(threshold cycle, az a ciklusszam ahol mér detektdlhatd az amplifikalt termék) és olvadasi
gorbe adatokat értékelve végeztik el (13. &bra).

Az olvadasi gorbe (fluoreszcencia intenzitas valtozasa a hémérséklet fliggvényében) alapjan
az hatarozhatdé meg, hogy melléktermékes volt-e a mintank, ami az inaC, a babo és a
Pi3K92E esetében igaz volt (13. &bra). Ezeknél a géneknél egy a fétermék olvadaspontjanal
(Tm) alacsonyabb olvadasponta terméket jelz6 csucs is megjelent a gorbek lefutdsan, igy ezek
a reakciok tovabbi optimalizalasra szorulnak.

A templat higitasi sor higitasi 1épcsdinek Ct értékei alapjan kalibracios egyenest keszitettiink.
A kiilonb6z6 higitasokhoz kiilonbozé relativ - koncentracio  értékeket rendeltiink  és
kiszamoltuk azok logaritmusat. A Kkalibrécidés egyenes meghatarozaséhoz mindegyik gén
esetében ezt a log koncentracio értéket (x tengely), és a gép altal mért Ct értékeket (y tengely)
hasznaltuk. Kiszamoltuk az egyenes korrelacids egytthatojat (R) és meredekségét, majd az
egyenes meredeksége alapjan a gPCR hatékonysagat is meghataroztuk (13. abra és Fliggelek
3. tablazat). A determinacios egyutthatd (R? a korrelacids egyitthatd négyzete) mely
megmutatja, hogy a Ct érték osszvarianciaja milyen mértékben magyarazhatd a log
koncentracioval valo linearis kapcsolattal, kisérleteinkben jellemz6en 0,99-nél nagyobb értek
volt, ez aldl csak a norpA (R?=0,9776) és az inaC (R?=0,0553) jelentett kivételt. Az inaC
esetében ez az alacsony R? érték nem teszi lehetdvé az eljaras kvantitativ mérésre vald
felhasznalasat. A PCR reakciok hatékonysaga 85-95% kozotti volt, az inaC PCR reakcio
ebben az esetben is fals értéket (1135%) produkalt. A Q25 és Q120 mintadkban az egyes
transzkriptumoknak megfelel6 relativ templat mennyiséget a megfelel6 kalibracios egyenesek
alapjan szamoltuk ki az Excel ,Elérejelzés” filiggvénye segitségével. Normalizacios
kontrollként az a-tubulin haztartasi gént hasznaltuk, melynek varhatéan nem torténik valtozas
a transzkripcidjaban. Minden mas gén esetében a mintankénti mennyiséget normalizaltuk az
a-tubulin mintankénti mennyiségével, igy normalizalt relativ mennyiségi éertéket kapva. Az
egyes gének expresszios szintjének megallapitasdhoz atlagoltuk a harom Q25 és a harom
Q120 minta normalizalt mennyiségi értéket, a minta atlagok statisztikai dsszehasonlitasat t-
teszttel végeztik. Eredményeink szerint egyik vizsgalt gén transzkriptum szintjében sincs
statisztikailag szignifikans mértéki eltérés a Q25 és Q120 mintak kozott. A legjelentosebb
valtozast a babo mRNS szintjében talaltuk (Q25: 76,5%, Q120: 92,4%), am statisztikailag ez
sem bizonyult szignifikansnak (P = 0,11). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a mutans
huntingtin hatasara e jelatviteli komponensek aktivitasa nem transzkripcionalisan van
szabalyozva, azaz az AGE-RAGE Utvonalban potencialisan beallé valtozasok nem a gének

messenger RNS szintjében keresend6k.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kutatomunkam kodzéppontjdban a Huntington-kér (HD), egy autoszomélis dominéns
oroklédést, neurodegenerativ megbetegedés molekularis hatterének vizsgalat allt. Munkamat
a betegség transzgenikus Drosophila melanogaster modelljében végeztem.
Laboratériumunkban HD és Alzheimer-kér modell rendszereken kordbban elvégzett
mikroRNS transzkriptomikai vizsgélatok eredményei arra utaltak, hogy a két betegség
modellben valtozast mutatd miRNS-ek targetjei kdzott dusulast mutatnak az AGE-RAGE
jelatviteli atvonalba tartoz6 gének. TDK dolgozatomban erre alapozva célul tiiztem ki, hogy
megvizsgaljam, hogy az AGE-RAGE utvonal egyes jelatviteli komponenseit, illetve az
transzkripcids valtozast is HD modellben. Ehhez kvantitativ RT-PCR-ral vizsgaltam e gének
MRNS szintjét mutans Huntingtint (Htt-Q120) kifejezo, illetve egészséges kontroll (Htt-Q25)
Drosophila mintdkban. Kutatdsom eredményeképpen azt talaltam, hogy a Glyoxalase 1 gén és
az Utvonal jelatviteli komponensei nem mutatnak mRNS szintbeli eltérést az eltéré genotipusu
egyedek kozott, igy mutdns Huntingtin hatdsdra az AGE-RAGE utvonal génjeinek
kifejezddése a transzkripcid szintjén nem szabalyozott.

Terveink kozott emellett szerepelt még a glioxalaz 1 enzimet kodol6 Glyoxalase 1 (Glol) gén
klonozasa és transzgenikus Glol taltermelé Drosophila torzs eléallitisa is. Ezzel célunk az
volt, hogy a kés6bbiekben vizsgalni tudjuk a glioxalaz 1 fehérje taltermelésének hatasat az
HD modellinkben. Ehhez a Glol kodolo regidjat cONS-r6l PCR-ral amplifikaltuk, majd egy
tobblépéses klonozasi eljarassal beklonoztuk Drosophila transzformalé vektorba. Olyan
vektort valasztottunk (pTWF.attB), amely Ilehetévé teszi a transzgén helyspecifikus
integracidjat a kromoszémaba, tultermelését az UAS/GAL4 rendszer segitségével, valamint a
termelddd fehérje C termindlison vald jelolését FLAG-taggel. Az eldallitott konstrukcidval
sikerllt a Glol transzgént a masodik kromoszéman, illetve a harmadik kromoszéman hordozé

transzgenikus vonalakat is eléallitanunk.

kulcsszavak: Huntington koér, neurodegeneracio, AGE-RAGE utvonal, Glol, klénozas,

Drosophila modell
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FUGGELEK

2. tablazat: A felhasznalt primer szekvenciék:

Primer Primer szekvencia bp
Glol-E3C-F | GGTACCATGGGCGACGTGACAGGA 24
Glol-E3C-R | GAATTCAAGACGGAGTGTGCATTGAA |26
Glol-gF GCTGTACTTTCTGGGGTACGAG 22
Glol-gR TGGGTCAACTCAATGGTGGC 20
rl-qF CAAATGCTGATGCGTTGGCT 20
rl-qR TTCAGCGACAGGCTCATCTC 20
Plc21C-gF ATCTCTCCAAGTCGTGTGGC 20
Plc21C-qR GCTATCTTCTCCCCTTCCGC 20
inaC-gF GGCAGCTAACCTCATTCCCA 20
inaC-qR GCGGCTGCAACTCAAAAGTA 20
norpA-qF AAGCTTCAAAAGAGAGACAAGAGC 24
norpA-qR TATTTCAGCTCACAGCCACTTAGA 24
Pkc98E-qF TTTGCGTCAACCCACCTTCT 20
Pkc98E-gR TTTGGCTGGCTGCTCATCTC 20
babo-qF CGCGAAAAAGCCAGAAAACAAG 22
babo-gqR CCCGGCGGAAAGATTTGAGA 20
Pi3K92E-gF | ACAGACGCTTAACAGCACGA 20
Pi3K92E-gR | GCACGCCAATCTCTTTGATTCT 22
Smox-qF GCCGGTACCGTTACAGATCA 20
Smox-gqR GGGACTGGGAAGTGGAACTG 20
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3. tablazat: gPCR adatok

Primer |R? Meredekség (I)—I/oatekonysag ;)tll\ézd(?gont
Glol 0.9921 |-3,2906 101,3255 84,59

rl 0,9957 |-3,4415 95,2420 76,8317
Plc21C [0,9941 |-3,5924 89,8310 84,2283
inaC 0,0553 |-0,9159 1135,4087 80,3200
norpA 0,9776 |-3,7391 85,1163 77,7367
Pkc98E |0,9950 |-3,4331 95,5613 80,9350
babo 0,9982 |-3,5714 90,5464 81,8233
Pi3K92E |0,9999 |-3,4729 94,0630 80,4250
Smox 0,9980 |-3,4331 95,5613 78,9900
tubulin | 0,9997 |-3,2025 105,2353 76,9217
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