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1. BEVEZETES

1.1. A Huntington-keér

A Huntington-kort (Huntington’s Disease, HD) George Huntingtonrdl nevezték el, aki 1872-
ben els6ként irta le megfigyeléseit a betegséggel kapcsolatban, ,,On Chorea” (A Choreardl)
cimmel, utalva a betegség legismertebb tiinetére, a tancszerii, akaratlan mozgasokra.(1),(2)
Bar a Huntington-kor a legismertebb monogénes neurodegenerativ betegség, eléfordulasa

ennek ellenére ritka, az Eurdpai populacioban az el6forduldsi gyakorisag koriilbeliil 9.71-

17:100,000.(3),(4)

A betegség autoszomalis dominans 6roklédésii, kialakuldsa hatterében a négyes kromoszoma
rovid karjan (4p16.3) 1évé huntingtin (HTT) gén polyglutamin domént kodold szakaszaban
torténd mutacio (expanzio) all. A gént 1993-ban azonositottak(5), nagyjabol 180 kbp
kiterjedést, és 67 exont tartalmaz(6). Az errél képz6dé Huntingtin (Htt) fehérje nagyjabol 350
kDa nagysagu.(7) Pontos funkcioja nem ismert, feltételezések szerint azonban tobbek kozott a
neurondlis és gliadlis funkciokat szabalyozza, szamos effektor fehérjével 1ép kapcsolatba, €s
szerepet jatszhat neuronokon beliili transzkripcios szabalyozasban.(7) A Htt génjének N-
terminusdn (els@ exon) taldlhatd, polyglutamin domént koédoldé CAG ismétlddések szama
egészséges egyének esetében <26. 36-39 CAG ismétlddés esetén a penetrancia nem teljes, de

az ennél hosszabb ismétldések mar a betegség teljes penetranciajat okozzak.(3)

A Huntington-koér egy progressziv betegség, atlagosan 35-44 éves korban jelentkezik, az
érintettek atlagosan 15-18 évig élnek a megjelenése utan. A vele jard tlinetek motoros,
kognitiv és pszichiatriai zavarokat is jelentenek.(4) Erdekes jelenség a betegséghez fiizédden,
hogy a 28-at meghaladé CAG ismétlédések instabilak replikaciokor, és az esetek tobbségében
tovabbi expanzi6 torténik ilyenkor a poliglutamin (polyQ) doménban. Az instabilitas a
spermatogenezis soran jelentdsebb mértékli, igy féleg ha az apatol oroklodik, a betegség
kialakulasa generaciorol-generaciora fiatalabb életkorban torténik. Ez az anticipacio
jelensége.(8) Ennek oka, hogy az atadott CAG ismétlodés hossza erésen, és forditottan
korrelal a betegség kezdetének ¢letkoraval. 40-50 ismétlodésnél felnottkori, 50-120
ismétlddésnél azonban fiatalkori megjelenés (~20 éves korban) varhato, mely stlyosabb
tiinetek megjelenésével is jar (pl. Parkinson szerli rigiditas, sulyos szellemi leépiilés, a
legfiatalabbaknal akar epilepszia).(7),(4)

Az els6 tiinetek mar joval a betegség kialakulasa el6tt megmutatkozhatnak, a prodromalis
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motoros készségeiben. Ezt kovetden jelentkeznek altalaban a mozgaszavarok, el6szor csak
,ugyetlenség”, ekkor romlik a finom motoros kontroll, majd megjelenik a mar emlitett chorea,
de a betegség elorehaladtaval mas onkéntelen mozgasok is bekovetkezhetnek: bradikinézia,
rigiditas, disztonia.(4) Ahogy romlik a beteg allapota, a hiperkinéziat hipokinézia valtja fel,
amely fazisban egyre inkabb, és progressziven romlik a kognicio, és egyre gyakoribbak a
hangulatingadozasok is. A tanulas és tervezés képessége is karosodik, emellett memoriazavar
¢és apatia léphet fel.(3) A betegséggel jard kiilonbozé pszichiatriai tiinetek kozé tartozik
példaul az ingerlékenység, agresszio, kényszeres viselkedé€s, ritkdbban a pszichdzis is. A
betegség masodik leggyakoribb halalozasi oka az oOngyilkossag, melynek kockézata a

betegség tiineteinek sulyosbodasakor, illetve az onallosag elvesztésekor a legmagasabb.(9)

Az expresszaloddo mutans Huntingtin (mHtt) fehérjére az agy tobb régidja is érzékeny. A
legszembetlinébb valtozas a stridtumban torténik, itt a GABAerg kozepes tiiskés neuronok
(MSN-ek) tomeges elhalasa figyelheté meg.(3) Degeneralodnak tovabba a striatumba vetiild
agykérgi piramis sejtek, de a globus pallidus, a subthalamicus mag, a thalamus, a
hypothalamus, a substantia nigra, és a hippocampus idegsejtjeinek elvesztése is megfigyelhetd
a betegség soran.(4),(7),(9) A betegség neuropatoldgias jellemzéje tovabba a kialakuld,
Huntingtin fehérje tartalmu nuklearis és citoplazmatikus zarvanyok (makroaggregatumok).
Egyre tobb kutatasbol az deriil ki azonban, hogy az aggregatumokkal rendelkezd sejtek
tovabb ¢élnek, igy valdsziniisithetd hogy nem ez a toxikus formdja a fehérjének, hanem a
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csokkentheti a neuropatoldgias tiineteket.(8),(10)

Jelenleg a Huntington-kér sajnos nem megel6zhetd, ¢és egyelére nem létezik
betegségmodositd terdpia, de szamos kisérlet folyik a betegség gyogyitasara (antiszensz
oligonukleotid terdpia, géncsendesités, célzott kismolekulds terapidk stb), illetve tiineti
kezelésként, kiilonboz6é gyogyszerek allnak rendelkezésre. A tetrabenzin, amely az egyetlen
engedélyezett gydgyszer a chorea kezelésére, egy dopamin-csdkkentd szer, amely azonban
depressziot valthat ki, vagy sulyosbithatja azt. Jelenleg hasznalt szerek még az olanzapin,
riszperidon és a kvetiapin, amelyek atipikus neuroleptikumok, amelyek az irritaltsag és
fellépd szorongas esetén lehetnek hasznosak. Sok egyéb gyogyszer is rendelkezésére all a
betegségben szenveddk tiineteinek enyhitésére. Fontos megjegyezni azonban, hogy a nem
gyogyszeres kezelések, mint példaul a fizioterapia, pszichiatriai ellatas stb. is kiemelkedd

jelentdségilick a betegség soran.(3),(4),(9)



1.2. Az Alzheimer-koér

Az Alzheimer-kor (Alzheimer’s Disease, AD) a demencia 1étrejottének leggyakoribb oka, az
esetek kétharmadaért felelds, eléfordulasi gyakorisaga folyamatosan né.(11),(12) A
betegséget elsdként Alois Alzheimer irta le, 1907-ben.(13) Az AD egy fokozatos és
progressziv neurodegenerativ betegség, amely foleg az idésebb korosztalyt érinti (65 év
felettieket). Az AD legismertebb tiinetei a kognitiv funkciok hanyatldsa és a memoriavesztés.
(12)

A betegség kezdetén a rovidtava memoria sériil, majd karosodast szenved az itéloképesség, a
problémamegoldas, a perceptualis megkiilonboztetés, a végrehajtd funkciok, stb., amelyek az
absztrakt gondolkozas €s a ,,multitasking”, a megosztott figyelem romlasaban mutatkoznak
meg. Ezt kovetik a nyelvi zavarok, neuropszichiatriai tiinetek (pl. apatia, depresszid,
pszichozis), és a tanult motoros feladatok végrehajtasanak képtelensége.(12),(13) A kés6i
fazisban a betegek parkinsonos tiineteket mutathatnak, visszatérnek a primitiv reflexek,

inkontinencia alakul ki, és a beteg teljesen fliggévé valhat gondozo6jatol.(12)

A Dbetegség lehet 6rokl6dé (familiaris), ez a kevésbé elterjedt forma, a tiinetek ebben az
esetben mar 65 éves kor eldtt jelentkeznek, a kialakulas okai pedig az APP (az amiloid
prekurzor proteint kodolja), a presenilin 1 (gamma-szekretaz alegységet kodol) és a
presenilin 2 (gamma-szekretaz alegységet kodol) gének mutacioi lehetnek, amelyek
abnormalis APP fehérje fragmentumok képzédését okozzak. Sporadikus formaja gyakoribb,
ebben az esetben a betegség 65-70 éves kor kozott alakul ki, és bar a kialakulas okai nem
teljesen tisztazottak, valosziniileg egyes genetikai (pl. APOFEe4 allél jelenléte), kornyezeti és
¢letmoddal kapcsolatos tényezok (pl. cukorbetegség) kombinacidja is fokozhatja a megjelenés
kockazatat.(14)

Az Alzheimer-koér jellemz6i az agyban felhalmozodd abnormalis neuritikus amiloid-p (AP)
plakkok ¢és neurofibrillaris kotegeket 1étrehozod hiperfoszforilalt tau (p-tau) jelenléte. A
toxikus AP létrejotte a betegség patogenezisének kulcsfontossagh 1épése. Az AP az amiloid
prekurzor fehérjéb6l (APP) jon létre. Ha az alfa- vagy a béta-szekretaz hasitja APP-t, a
keletkezd kis fragmentumok nem toxikusak az idegsejtekre. Ha azonban a béta-, és gamma-
szekretaz egymast kovetden hasitja az APP-t, a 42 aminosavbol all6 amiloid-p peptid
keletkezik, amely felhalmozodik és extracellularis plakkokat képez. Az amiloid-f3
tultermelddése bizonyitottan szerepet jatszik betegség kialakuldsaban, azonban kimutatott,
hogy a neurotoxikus hatast nem az aggregalt formak (plakkok) okozzak, hanem sokkal inkabb

a szolubilis oligomerek, mivel plakkok jelenlétét mar olyan egyéneknél is detektaltak, akik a
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nem voltak demensek.(11)(12) Mig a plakkok leginkabb a sziirkeadllomany, neocortex és
agyhartya teriiletén fordulnak eld, a neurofibrillaris kdtegek eldszor a hippokampusz, majd az
egész agykéreg teriiletén megfigyelhetoek, és ez a megfigyelt tau patologia Szorosabban
kapcsolodik a klinikai és kognitiv hanyatlashoz, mint az amiloid-kortan. A betegség soran az
agy medidlis temporalis teriiletén talalhaté neuronok (pl. hippokampalis piramissejtek,
enthorinalis kéreg) sériilnek féleg, de a Meynert-féle nucleus basalis-ban is detektaltak
idegsejt elhalast.(12),(13)

A betegségnek egyeldre nincs gydgymadja, de a tlinetek enyhitésére gyogyszeres kezelések
elérhet6k. Ennek érdekében kétféle gydgyszercsoport is engedélyezett: a kolinészteraz-gatlok
(novelik az acetil.kolin szintet, segitik a neuronok k6zotti kommunikaciot) és a részleges N-
metil-D-aszpartat (NMDA) antagonistak (blokkoljak a NMDA-receptorokat, emellett lassitjak

az intracellularis kalciumfelhalmozodast).(12)

1.3. Az AGE-RAGE utvonal

Az eldrehaladott glikdcios végtermékek (advanced glycation endproducts, AGEs) a
kiilonb6z6 makromolekuldk (fehérjék, lipidek, nukleisavak) szacharidokkal (gliikoz, fruktéz,
pent6z) valé modositasaval keletkeznek. Ezt nevezik Maillard reakcionak, amely egy nem-
enzimatikus glikacio.(15) AGE-ek bevihetéek a szervezetbe kiilonbozo ételekkel, vagy
dohanytermékekkel, de endogén moddon is folyamatosan termelddnek. Keletkezésiik
felgyorsulhat, illetve fel is halmozodhatnak az dregedés, illetve egyéb koros folyamatok, mint
példaul cukorbetegség, gyulladas, sziv- és érrendszeri betegségek, neurodegenerativ
rendellenességek és rakos megbetegedések soran.(16),(17)

A képzddés komplex mechanizmusai, illetve a prekurzorok sokfélesége miatt szamos AGE
molekula 1étezik, melyek koziil emberi vérbol, szovetekbdl, élelmiszerekbdl tobbet is
sikeresen azonositottak mar. Ezek forrasuk (endogén vagy exogén), prekurzoruk, kémiai
szerkezetiik és fluoreszcenciara valo képességiik, illetve molekulasulyuk €s toxicitasuk szerint
is csoportosithatoak.(18) Az egyik jelentds prekurzor az AGE képzdédésben a metilglioxal
(MGO), amely a glikolizis, a treonin-katabolizmus és a ketontest kepzddés egyik fontos
mellékterméke. Maga a metilglioxal is a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) egyik forrasa, de
a létrejott AGE-ek kapcsolodasa receptorukhoz, a RAGE-hez (receptor for advanced
glycation endproducts) pl. nuklearis faktor-kB-t (NF-xB) aktival, amely tovabbi ROS, és pro-

inflammatorikus citokinek képzddését indukalja.(19) Ezen kiviil pedig az interakcio hatasara a



JAK-STAT, PI3K-Akt, MAPK ¢és kalcium jelatviteli utvonalak is aktivalodhatnak. A JAK-
STAT ¢és PI3K-Akt bekapcsolasanak hatasara aktivalodo NAPDH oxidaz pedig részt vesz a
ROS termelddés eldsegitésében, a kaszpdz-3 aktivaldsdban ¢€s nukledris DNS
A RAGE emellett gyulladast is kozvetit, illetve a TNF-a citokin expresszidjat, és oxidativ
stresszt szabalyoz kettes tipust cukorbetegségben. A RAGE egy multiligand receptor, az
AGE-ek mellet kdlcsonhatasba 1éphet amiloid-B peptid prekurzorral (ABPP), mononuklearis
fagocitakkal és limfocitakkal, S100/calgranulinokkal, amfoterinnel, ezzel pedig aktivalja az
ERK1/2 és p53 tvonalakat, valamint a mitogén-aktivalt protein kinazokat (MAPK-kK) is.(18)

Alzheimer-korbban az AP oligomerek a RAGE receptorhoz kapcsolodnak, ami tehat a pro-
inflammatorikus utvonalak aktivalasahoz és ROS termel6déséhez vezet. Az amyloid-f
RAGE-el valo kolcsonhatasa lehet6vé teszi annak bejutasat az agyba a vér-agy gaton at. Az
AP agyban valo lerakodasa fokozza a gyulladasos valaszt, illetve a RAGE-el valo fokozott
kotédés, mind az AP, mind a RAGE feliilszabalyozasat eredményezheti, amely fokozott ROS
termelést és amyloid-béta plakk keletkezést okoz. A RAGE feliilszabalyozasa ezen kiviil a tau
fehérje foszforilacidjat is sulyosbithatja, ezzel eldsegitve a neurofibrillaris kotegek
keletkezését iS.(21) Huntington kor esetén is hozzajarulhat a betegség progresszidjahoz a
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illetve lerakodasat is.(22)


https://www.cusabio.com/pathway/Jak-STAT-signaling-pathway.html
https://www.cusabio.com/pathway/PI3K-Akt-signaling-pathway.html
https://www.cusabio.com/pathway/MAPK-signaling-pathway.html
https://www.cusabio.com/pathway/Calcium-signaling-pathway.html
https://www.cusabio.com/pathway/Jak-STAT-signaling-pathway.html
https://www.cusabio.com/pathway/Jak-STAT-signaling-pathway.html
https://www.cusabio.com/pathway/PI3K-Akt-signaling-pathway.html
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1. abra: Az AGE-RAGE jelatviteli utvonal sematikus abraja(20)

1.4. A glioxalaz 1

A glioxalaz 1 (Glo1) enzimet Drosophildban a Glyoxalase 1 (Glol) gén kodolja. A 2,39 kbp
kiterjedésli gén a masodik kromoszéman, a 2R:7,393,546..7,395,932 pozicidoban helyezkedik
el, citologiai elhelyezkedése pedig 43B2-43B2. A gén egy annotalt transzkripttel rendelkezik
¢s egy polipeptidet kddol, ez a 176 aminosav hosszusagu Glol1 fehérje. Ez a fehérje az allatok
minden vizsgalt szovetében expresszalodik. Molekularis funkcioi a fémion-kotés és
laktoilglutation-liaz aktivitds, de részt vehet az inzulinreceptor jelatviteli tutvonal
szabalyozasaban is. Human ortologja a GLO1 (glioxalaz I), mely szerepet jatszik autista
rendellenességben; diabéteszes retinopatidban; végstddiumu vesebetegségben; 2-es tipusu

diabetes mellitusban; és érrendszeri betegségekben is.(23)

A Glol a glioxalaz rendszer része, melynek tagja még a glioxalédz 2 (Glo2) illetve a redukalt
glutation (GSH) is. Feladatuk, a mar emlitett metilglioxal (MGO) és mas endogén, karos
metabolitok detoxifikalasa, és atalakitasa D-laktatta.(24) Atalakitasuk soran, elészor a reaktiv

MGO-bdl, és a GSH-bol spontdn hemitioacetal keletkezik. Ez aztan a Glol katalizalta


https://flybase.org/jbrowse/?data=data/json/dmel&loc=FBgn0283450
https://flybase.org/cgi-bin/cytosearch.pl?xfieldname1=CLOC&group=yes&objtype=gene%20cytogenetRNA%20ncRNA%20snRNA%20snoRNA%20miRNA%20rRNA%20transposable_element_insertion_site%20cytoins%20deleted_segment%20cytodeleted_segment%20duplicated_segment%20cytoduplicated_segment&xfield1=

izomerizacioval, amely egy kulcsfontossaghi sebességmehatarozo 1épés, atalakul S-D-
laktoilglutationnd. A Glo2 pedig ennek a vegyiiletnek a hidrolizisét katalizalja, amely sorén a
GSH regeneralodik, és D-laktat jon 1étre (2. abra). Igy csokkenti a toxikus és reaktiv MGO
koncentraciot.(25)(26) A MGO egy erdsen reaktiv a-oxoaldehid, és amint arrol mar szo6 volt,
glikolizis melléktermékeként keletkezik, emellett szerepet jatszik az AGE-ek kialakulasaban.
Ha fehérjemaradvanyokkal, vagy nukleinsavakkal reagdl az MGO, azok funkciojat elrontja, és
ebbdl a modositasbol képzddnek az eldrehaladott glikacios végtermékek.(24) Az AGE-ek
felhalmozodasat pedig szamos koros folyamat, koztiik a ROS képz6édés és gyulladas is kiséri,
de ezen kiviil eldsegithetik az egyes betegségek, pl. a neurodegenerativ betegségek

progressszidjat is.(17)(21)(22)
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2. abra: A glioxalaz rendszer sematikus abraja(26)

Alzheimer-kor esetén az MGO szintje novekszik, mig a Glioxalaz 1 expresszidja lecsokken.
Ez az emelkedett MGO szint ndveli a proapoptotikus Bax fehérje aktivitasat, és csokkenti az
antiapoptotikus Bcl-2 expresszidjat neuroblastoma sejtekben, ami tobb apoptotikus sejtet
eredményez, ezzel fontos szerepet jatszik az Alzheimer-kor kialakulasaban. A magas MGO
szint tovabba az agyi mitokondriumok oxidativ allapotat is karositja, ezzel elésegiti az
Alzheimer-kor patogenezisét. Emellett, az Alzheimer-korban szenvedd betegekben a GSH
kimeriilése is megfigyelhetd a glioxalaz rendszer elégtelen miikodése mellett, ami noveli a
GSSG/GSH aranyt, ez pedig 6sszefiiggésbe hozhato a betegség stlyossagaval.(24)

Huntington-kor esetén a MGO noveli az intracellularis mutans Huntingtin = szintjét,

crer
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hogy az MGO szintje jelentésen megnovekedett, a mutdns Huntingtin aggregalddott,
Drosophila modellen vizsgalodva pedig a Glol csendesitése neurotoxicitast, élettartam

rovidiilést, és csokkent tulélést eredményezett.(27)

2. CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk, a korabban Huntington koér és az Alzheimer kér Drosophila modelljein
végzett miRNS transzkriptomikai vizsgalatok soran azt a megfigyelést tette, hogy a betegség
modellekben diszregulalt miRNS-ek prediktalt mRNS targetjei kozott feliilreprezentaltak
voltak az AGE-RAGE jelatviteli Gtvonal egyes komponenseihez kothetdek. Ebben a kutatasi
projektben ezért az volt a célunk, hogy egyrészt eldallitsunk az AGE-RAGE utvonal egyik f6
masrészt fenotipus vizsgalatokat végezziink arra nézve, hogy az igy létrehozott torzsek
menekitd hatast biztositanak-e a HD és AD betegségmodelljeinkben. Kivancsiak voltunk arra
is, hogy ezzel szemben, a Glo 1 heterozigota génkilitott, funkciovesztéses torzsek hogyan
viselkednek a fenotipusos vizsgalatok soran. Végiil pedig azt vizsgaltuk, hogy a Glioxalaz 1
overexpresszidé milyen mértékben emeli meg a transzkriptumszintet, és hogy a HD allatokban

az emelkedés hatassal van-e a mutans Huntingtin fehérje kiilonb6z6 formainak mennyiségére.

Tételes célkitiizések:

Glioxalaz 1 transzgenikus Drosophila torzsek eloallitasa:
1. A Drosophila Glyoxalase 1 (Glol) kodolo szekvenciajanak klonozasa.
2. Glol szubklonozasa helyspecifikus transzgenezist lehetové tevd, fizios protein taggel
valo jeldlést biztositd expresszids vektorba.

3. Transzgenezis és UAS-Glo1.FLAG transzgenikus Drosophila térzsek el6allitasa.

Glioxalaz 1 thltermel6 torzs fenotipusos vizsgalata betegségmodellekben:
1. UAS-GIlol.FLAG transzgén neuronalis taltermelésének hatasanak jellemzése céljabol
az UAS-GIlol.FLAG transzgént, és a w; UAS-Httex1.Q25 , w; UAS-Httex1.Q120 , w*;
P{w*™ = UAS-Htt.96Q.Cerulean}2, illetve a w*; +; PBac{w'™ = UAS-Abeta.1-
42}VKO00033 transzgéneket ko-expresszald muslicak, valamint megfeleld kontrollok
eldallitasa keresztezésekkel.

2. Eletképesség, élettartam, motoros funkcios és idegsejt degeneracios tesztek elvégzése.
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A Glo 1 funkcidvesztésének az AD és HD betegségmodellekre gyakorolt hatasanak
vizsgalata:
1. Glo1"® mutaciora nézve heterozigota, a w; UAS-Httex1.Q25 , w; UAS-Httex1.Q120 ,
illetve w*; +; PBac{w™ = UAS-Abeta.1-42}VK00033 transzgéneket taltermeld
muslicak ¢s megfeleld kontrollok eldallitasa keresztezésekkel.

2. Eletképesség, élettartam, motoros funkcios és idegsejt degeneracios tesztek elvégzése.

A Glo 1 transzgén neuronalis tiltermelésének a Glol és az mHtt mennyiségére gyakorolt
hatasanak vizsgalata:
1. A Glol mRNS szintjének meghatarozasa RT-qPCR felhasznalasaval.

2. A mutéans Htt fehérje mennyiségének meghatdrozdsa immunoblot eljarassal.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Drosophila torzsek és fenntartasuk

A w; UAS-Httex1.Q25 és w; UAS-Httex1.Q120 torzsek(28) Prof. J. Lawrence Marsh
(University of California, Irvine, CA, USA) szives ajandékai voltak. A transzgenezishez
felhasznalt y w  M(eGFP.vas-int.Dm)ZH-2A; P{y*"-'=CaryP}attP40 (25C6 citologiai
pozicioban, 21:5.108.448) és y w M(eGFP.vas-int.Dm)ZH-2A; P{y"""=CaryP}attP2 (68A4
citologiai pozicioban, 3L:11.070.538) genotipusu allatok az ELKH SZBK Drosophila
Injektald Szolgalata biztositotta szdmunkra. A Bloomington Stock Centerbdl szarmaztak a
kovetkezd torzsek: w8, P{GawB}elav®™™, w*; P{w*™ = UAS-Htt.96Q.Cerulean}2; +, w*;
+; PBac{w*™ = UAS-Abeta.1-42}VK00033. A w; Glo1¥?; + allatok(29) Aurelio A. Teleman
laborjabol szarmaztak, mig a w; +; UAS-Glol.flag allatokat laborunk hozta Iétre.

A Drosophila torzseket sztenderd Drosophila taptalajon (3% szaraz éleszt6, 4% kukoricadara,
2% buzaliszt, 9% glikkoz, 0.7% agar, 0.15% Tegosept) tartottuk fenn 18 °C-on. A

keresztezéseket 25 °C-on végeztiik, ugyanezen a taptalajon.

3.2. Transzgenikus Drosophila UAS-Glol.flag torzs 1étrehozasa(30)

3.2.1. pTWF.attB-Glol konstrukcio 1étrehozasa

3.2.1.1. Klénozas pJET1.3/blunt vektorba

Macherey-Nagel NucleosSpin RNA Plus kit segitségével total RNS-t izolaltunk 20 darab
Oregon-R (vad tipusu Drosophila torzs) ndsténybdl, majd abbol egyes szalu cDNS-t

allitottunk elé reverz transzkripcioval, Tagman Reverse Transcription Reagents (Thermo

12



Fisher Scientific, TFS) és random hexamer primerek alkalmazasaval. A Glol-et kodolo régiot
(az els6 ATG-t6l a stop kodont megel6z6 kodonig) a kapott cDNS-rél Q5 magas hiiségli DNS
polimeraz (2 U/ul, New England Biolabs, NEB), valamint a Glol_E3C_F és Glol_E3C R
primerek alkalmazasaval (Fiiggelék, 1. tablazat) polimeraz lancreakciéval (PCR)
amplifikaltuk. A Glol_E3C_F primer erés Kozak szekvenciat, illetve a génspecifikus résztél
5’ iranyba Kpnl restrikcios enzim hasitohelyet tartalmazott; mig a Glol_E3C_R primer 5’
végén ECORI restrikcios enzim hasitohely volt elhelyezve. A hasitohelyek a késobbi klonozas
elésegitése érdekében voltak megtaldlhatoak az altalunk hasznalt primerekben. Ugyeltiink
arra a primerek megtervezésekor, hogy a ,,destination” vektorban (pTWF.attB) a fizids peptid
tag megfeleld leolvasasi keretbe keriiljon a késébbiekben. Az 542 bp méretii PCR amplikont
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (NEB) segitségével tisztitottuk és koncentraltuk, majd
CloneJET PCR Cloning Kit (TFS) felhasznalasaval ligaltuk pJET1.2/blunt vektorba. Az
elkésziilt ligatumot E. coli DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk, ezt kovetéen a
transzformans sejtekbdl plazmidot izolaltunk a ZR Plasmid Miniprep kit (Zymo Research, ZR)
segitségével. Ezutan tesztemésztést végeztiink Kpnl és EcoRI Fast Digest enzimek (TFS)
alkalmazasdval, majd miutdn ezzel igazoltuk az inszert jelenlétét, az egyik mintat
megszekvenaltattuk (a szekvenalast a Delta Bio 2000 Kft végezte), melynek eredményeként
megbizonyosodhattunk arrél, hogy a klonozas soran nem tortént valtozas (pl. pontmutacio) a

Glol cDNS szekvenciajaban.

3.2.1.2. Szubklonozas pENTR3C vektorba

Qubit dsDNA BR Assay Kit (TFS) segitségével fluorometriasan meghataroztunk a pPENTR3C
plazmid minta (~130 ng/ul) és a kivalasztott pJET1.2-Glol (~100 ng/ pl) konstrukcio
emésztettiik, és gélelektroforézissel elvalasztottuk. Kivagtuk a gélbdl a felnyitott pPENTR3C
vektort (~2700 bp, a ccdB letalis kazetta kivagodott), illetve a Glol szekvenciat (542 bp),
tartalmazo részt, majd MN NucleoSpin Gel and PCR Clean—up kit (Macherey Nagel, MN)
segitségével izolaltuk beldliik a DNS-t. Ezt kovetden T4 DNS ligazt (TFS) hasznalva ligaltuk
a két fragmentumot, a koncentracidjukat is figyelembe véve. E. coli DH5a kompetens
sejtekbe transzformaltuk a ligatumot, a felnvé transzformans telepekbdl pedig ZR Plasmid
Miniprep kit-et (ZR) hasznalva plazmid DNS-t tisztitottunk, és ismét tesztemésztést

végeztlink, a mar ismertetett modon.
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3.2.1.3. Szubklonozas pTWF.attB vektorba

A pENTR3C vektorban Gateway klonozasra alkalmas, attl.1 és attL.2 szekvenciakat talalunk.
Ezek, illetve a célvektorban (esetiinkben pTWF.attB) talalhato attR1 és attR2 helyek kozott a
beklonozott Glol gén helyspecifikusan rekombinaltathato. Az LR rekombinacids reakciot
Gateway LR Clonase Enzyme mix (Invitrogen/TFS) alkalmazasaval végeztik el, majd a
kapott pTWF.attB-Glol konstrukciéval ismét E. coli DHS5a kompetens sejteket

transzformaltunk.

3.2.2. Transzgenikus UAS-Glol.flag Drosophila torzsek létrehozasa

Xtra Midi prep kit (MN) segitségével izolaltunk 100 ml pTWF.attB-Glol hordozé DHS5a
sejtkultarabol. A transzgenikus Drosophila torzsek létrehozasahoz sziikséges injektalast a
Szegedi Biologiai Kutatokozpont Drosophila Injektalo Szolgalata végezte. Ehhez ¢C31
integraz medialta integraciora alkalmas, masodik (attP40) vagy harmadik (attP2)
kromoszomas, a konstrukcidnknak megfeleld, attP dokkold helyekkel rendelkezd embridkat
alkalmaztak. A kikel6 allatokat (attP40: 36 db himet és 44 db ndstényt, attP2: 68 db himet és

81 db ndstényt) fehér szemi witie

egyedekkel kereszteztiik, igy az injektalt sziildk, akik csak
mozaikosan tartalmaztak a transzgént, atadhattak azt utodaiknak, akik mar a minden
sejtjiikben tartalmaztak azt. Ezeknek a transzgenikus allatoknak a szeme a mini-white
markergén kovetkeztében narancssarga volt. Ahhoz, hogy a UAS-Glol.flag transzgén
jelenlétére homozigdta vonalakat kapjunk, ezekkel az allatokkal torzsbeallitast végeztiink az
alabbi keresztezések elvégzésével (3. abra). Igy 1étrehoztunk olyan torzseket, melyek képesek
kifejezni az UAS-Glol.flag konstrukciot, és amelyek igy alkalmassa valtak a Glol taltermelés

hatasanak vizsgalatara, HD és AD neurodegenerativ betegségmodellekben.

Glol transzgén a masodik kromoszoman: Glol transzgén a harmadik kromoszoman:
| ¥ W M(vas int)ZE 2A; P{y=CaryP}attP40_injektakt embrio | | ¥ & M(vas in)ZH 2A; P{y=CaryP}atP2 _injektalt embrio
2 wx ywM(vas-mt)ZH-2A; pTWF {UAS-Glol }attP40 2 wx yw M(vas-int)ZH2A; pTWF{UAS-Glo1}attP2 £
\ \
2 w; Sco /SM6b % w, pTWF{UAS-Glo1}attP40 / + ¢ szelektilis w* markerre |2 w; TM3, SH/TM6, Hu * w; pTWF{UAS-Glol}attP2 / + & szelektilis w* markerre
w; PTWF{UAS-Glol}attP40 / SM6b 22 % I3 testvérkeresztezés w: pTWF{UAS-Glo1}antP2 / TM3, §b 23 x & & testvérkereszrezés
- _—
w; pTWF{UAS-Glo1}attP40 2% x 47 testvérkeresztezés w; pTWF{UAS-Glo1}attP? $% x dJ testvérkeresztezés

3. abra: UAS-Glol.flag transzgenikus torzsek létrehozasanak keresztezési sémaja.
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3.3. Immunoblot assay

Transzgenikus fehérje termelésének validalasara és a fehérjemennyiség meghatarozasara
alkalmaztunk western blot assay eljarast. A fehérjemintakat Drosophila egyedek fejébdl
izolaltuk. Ehhez folyékony nitrogénben fagyasztottuk az Eppendorf csObe helyezett, altatott
allatokat, és erdteljesen vortexeltilk 6ket a fejek eltavolitdsahoz. Egy mintahoz 10 fejet
hasznaltunk fel, ezekhez mintanként 13 pl szonikacios puffert adtunk, majd a fejeket pisztillus
és rotor segitségével homogenizaltuk. A gélre 20 pg fehérjét terveztiink felvinni mintanként,
ezért a homogenizatumok koncentracioéit Qubit Protein Assay kit (TFS) segitségével
meghataroztuk, ¢és kiszamoltuk hany pl-re van sziikségiink ehhez az egyes mintakbol. A
szamolasnal figyelembe vettilk a 2x SDS-loading puffer okozta higulast is, amelyet ezt
kovetéen minden mintdhoz hozzaadtunk, a mintatérfogatoknak megfeleléen. A
homogenizatumokat ezutan 98°C-on, 10 percen at forraltuk, jégen hiitottiik, végiil 4°C-on,
13000 g-n centrifugaltuk 6ket. A méret szerinti elvalasztast SDS-PAGE (poliakrilamid
gélelektroforézis) segitségével végeztiik el. Ehhez 10%-o0s akrilamid gélt készitettlink, amely
feliil stacking, alul szeparalo gélbdl allt, illetve a folyamathoz 5x SDS-PAGE puffert is
alkalmaztunk. A zsebekbe 10-10 pl keriilt a mintakbol, majd szobahdmérsékleten végeztiik el
a gélelektroforézist, 100 V-on, 60 perc alatt. A blottolas 0,45 pum pérusméretii nitrocelluloz
membranra (GE Healthcare Life Scieneces) tortént. Az elektroblottolast transzfer pufferben,
100 V-os fesziiltség alkalmazasaval 90 percen at végeztikk, 4°C-on. Ezutan blokkolas
kovetkezett, melynek soran a membrant 5%-0s tejport tartalmazo TBST oldatba helyeztiik
egy ¢jszakara, 4°C-ra. A membrant masnap 1x5 percen at TBST oldatban mostuk, majd 1%-
os tejport tartalmazé TBST oldatban higitott elsdédleges ellenanyaggal 2 oOran at,
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A Glol transzgenikus torzsek validalasahoz egérben
termeltetett E7 anti-tubulin (DSHB, 1:500) és M2 anti-FLAG (Sigms-Aldrich F3165,1:4000)
elsddleges ellenanyagot hasznaltunk, mig a mutans HttQ96-Cerulean kimutatasara a Glol
tultermelés hatasara, nyulban termeltetett anti-H3 (Abcam, #ab1791, 1:5000) és anti-GFP
(Invitrogen, A-6455, 1:2000) elsédleges ellenanyagokat alkalmaztunk. Az inkubalas
végeztével 3x10 percig mostuk a membrant 1x TBST oldattal, majd rahelyeztiik a torma
peroxidazzal kapcsolt méasodlagos ellenanyagot. Ez egér elleni masodlagos ellenanyag (RAM-
HRP — Dako, 1:5000) illetve nyul elleni masodlagos ellenanyag (GAR-HRP — Dako,
1:5000,), volt, amelyek mindegyikét 1%-os tejport tartalmazd TBST-ben higitottunk, és egy
oran at razattuk a membrant benniik. Ennek lejartaval, 1x15 percen at, majd 2x5 percen at
mostunk a membranunkat 1x TBST oldattal, majd 5 percen at so6tétben inkubaltuk
MILLIPORE Immobilon™ Western HRP szubsztrat reagensssel. Hivashoz a LI-COR C-
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DiGit Blot Scanner miszert alkalmaztuk, amely a képz6dé kemilumineszcens jel
detektalasara alkalmas. A kapott intenzitdsértékeket a gép sajat programjanak segitségével

értékeltik ki.

A kisérletekhez felhasznalt pufferek:

*  Szonikdcios puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,5 mM DTT,
1x PIC, 10 Mm natrium-butirat

*  Szeparalo gél:8 ml 29:1 AAbISAA, 6 ml 4x szeparalo puffer (1,5 M Tris pH 8.8, 0,4%
SDS), 10 ml H,0, 96 pl 10% APS, 48 ul TEMED

»  Stacking gél: 3 ml H,0, 1,25 ml 4x stacking gél puffer (0,5M Tris pH 6.8), 0,6 ml 29:1
AA:biSAA, 40 ul 10% APS, 20 ul TEMED,

» 5x SDS PAGE puffer: 10 g SDS, 15,1 g Tris, 94 g glicin, 1 1 H,O

 transzfer puffer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,01% SDS, 850 ml H,O, 150 ml metanol

» fehérje marker: 0,05 ul Chemiluminescent marker, 4 ul ProSieve lathato fehérjemarker, 5

ul 2x SDS loading+ B-mercaptoethanol
* 5% tejpor 1x TBST-ben: 2,5 g tejpor - 50 ml 1x TBST-ben (5 mM Tris, 15 mMNacCl, 7.4
pH, 0,05% Tween-20) oldva

3.4. Drosophila keresztezések

A Glol transzgén illetve Glol mutans allél hatasait gy tudtuk vizsgalni Drosophila HD és
AD modelleken, hogy a Glol torzseket elészor az X kromoszoman elav-GAL4 drivert, a 2.
vagy 3. kromoszéman pedig dominans markereket hordozo torzsekkel kereszteztiik (egy
keresztezéshez 5-10 himet és néstényt hasznaltunk fel, a keresztezések 25°C-on torténtek). Ez
azért volt fontos, mivel igy keletkeztek olyan utdédok, amelyek a Glol transzgént egy
dominans markerrel transzheterozigota forméaban hordoztak, ezek utodai kozott aztan a
dominans marker segitségével tudtuk meghatarozni, mely utédok rendelkeznek a Glol
transzgénnel vagy a mutaciéval. Ahhoz, hogy a taltermelés HD-ra és AD-ra kifejtett hatasat
vizsgalni tudjuk, az elav-GAL4; Glol/marker gén genotipusu himeket az adott betegségnek
megfeleld fehérjét (mHtt vagy APi-42) expresszald sziizekkel kereszteztiink. Az utédok koziil
a néstények, akik X kromoszémajukon elav-GAL4 driverrel rendelkeznek, (ezért termelik a
betegséget kivaltd fehérjét) alltak a vizsgalat kozéppontjaban, mig a nem expresszalo (elav-

GAL4-et nem hordozd) himek kontrollként szolgaltak a vizsgalatok soran.
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Funkcidnyeréses keresztezések:

Ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk a Glol tultermelés hatasat HD és AD modelleken, a fent leirt
sémat alkalmaztuk. Ehhez el6szor elav-GAL4; +;Sh/TM6 Ubx sziiz ndstényeket kereszteztiink
w; +; UAS-Glol.flag/7 genotipusti himekkel, és a elav-GAL4; +; UAS-Glol.flag/Sb him
utodokkal dolgoztunk tovabb. HD modellben a mésodik keresztezéshez sziikséges sziizeket
kisérlettol fiiggden a kovetkezd genotipusu torzsekbol gytjtottiik: w; UAS-Httex1.Q25; +
(egészséges kontroll) , w; UAS-Httex1.Q120; + (expresszalja a human mutans Htt fehérje 120
glutamin ismétlédést kodold elsé exonjat) , w*; P{w*™ = UAS-Htt.96Q.Cerulean}2; + (a
kodolt mutans Htt fehérje 96 glutamin ismétlodéssel rendelkezik és fuzionaltatva van
1118

Cerulean fluoreszcens fehérjével). AD modellben a sziizeket vagy w

+; PBac{w*™ = UAS-Abeta.1-42}VK00033 ¢ (expresszalja a human amiloid béta peptid (Ap),

(kontroll), vagy w*;

1-42 aminosavait) torzsek adtak. Az utdodok koziil az elav-GAL4 neuronalis driverrel

rendelkezd ndstényeket vizsgaltuk tovabb.

Funkcidvesztéses keresztezések:

Huntington-kor modellben vald kisérleteinkhez elészor elav-GAL4; Sp/SM6b; + &  sziiz
ndstény egyedeket kereszteztiink w; GIOlKO; + & himekkel, majd az elav-GAL4; GIOlKO/Sp; +
him utodokkal folytattuk tovabb a keresztezést. HD modellben val6 vizsgalatainkhoz vagy w;
UAS-Httex1.Q25; + (kontroll) vagy w; UAS-Httex1.Q120; + & (beteg) szliz ndstényeket, mig
AD modellben torténd kisérleteinkhez w'*® (kontroll) vagy w*; +; PBac{w'™ = UAS-
Abeta.1-42}VKO00033 (beteg) sziizeket vittiink keresztezésbe, és a kikeld ndstény utdodokon

végeztiik kisérleteinket.

3.5. Drosophila vizsgalati médszerek

HD Drosophila modelliinkben meghosszabbodott, mutans Huntingtint (mHtt) expresszald
Httex1.Q120 egyedek, illetve az AD Drosophila modelliinkben, az amiloid-béta (APi-42)
peptidet expresszald Abeta legyek csokkent életképességet, rovidebb élettartamot, csokkent
motoros aktivitast és idegsejtjeik degeneraciot mutatnak. Ezen vizsgalatok soran azt volt
célunk megfigyelni, hogy az UAS-Glol.flag transzgén taltermelése, vagy a Glo1X? allél
heterozigota formaban valod jelenléte, jar-e fenotipus valtozassal a kiilonbozo

betegségmodellekben.
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3.5.1. Eletképesség vizsgalat

Betegségmodelltdl fiiggéen 10-30 parhuzamos keresztezést allitottunk 6ssze a 3.4 pontban
leirtak szerint, amelyeket aztan 25°C-on tartottunk. A keresztezésekbdl kikeld, kiillonb6zo
nem, és genotipusu egyedeket 5 napon keresztiil szamoltuk, illetve az elav-GAL4 drivert
hordoz6 ndstényeket (genotipusonként) le is gyiijtottik, ugy hogy egy fiolaba maximum 30
allat kertilt. A kovetkezdekben leirt teszteket rajtuk végeztiik el, mivel 6k hordoztak az elav-
GAL4 drivert, mely a transzgének expressziojat biztositotta. Az expresszald és nem
expresszaldo (him) testvér egyedek szamaibdl szazalékos-, illetve relativ kikelési aranyt

szamoltunk fiolanként, a kapott eredményeinkre pedig Xz-prébét, illetve t-tesztet végeztiink.

3.5.2. Elettartam vizsgalat

A keresztezésekbdl legytijtott ndstény allatok élettartamat kovettiik 25°C-on. Vizsgalataink
soran az allatokat 2-3 naponta friss fiolaba atraztuk, hogy csokkentsiik annak az esélyét, hogy
a fiolaink elfertéz6djenek, vagy az egyedek a taptalajba ragadjanak. Genotipusonként
legalabb 200-250 db allat élettartamat vizsgaltuk gy, hogy naponta néztiik, és vezettiik, hogy
az egyes fioldkban (max. 30 allat fioldnként) aznap hany halott egyedet talaltunk. Az adataink
kiértékelése az OASIS 2 (online application for survival analysis 2)(31) program segitségével
tortént. Az OASIS 2 Kaplan-Meier nem parametrikus modszert alkalmaz az ¢lettartam gorbék
becslésére, segitségével megkaptuk a vizsgalt egyedek atlagos élettartamat, a median
¢élettartamukat, ¢és az 1d6 fiiggvényében a tulélé egyedek szazalékos aranyait is.
Osszehasonlitast is végez a program, Log-rank nem parametrikus teszt alkalmazasaval a
kisérleti, €s a kontroll allatok talélési gorbéjét vetette Ossze a teljes €lettartamra vonatkozd

adatokon keresztiil, és P értékeket szolgaltatott rajuk.

3.5.3. Motoros funkciok vizsgalata

A vizsgéalathoz a keresztezésekbdl legytijtott, 25°C-on tartott egyedeket hasznaltuk. A
kiilonbozé betegségmodellek esetén kiilonbozott a vizsgalt allatok életkora, ami az
élettartamok kozotti jelentds kiilonbséggel magyarazhatdé. Mind a HD, mind pedig az AD
modell esetében elmondhaté azonban, hogy a motoros funkciok vizsgalatanak elvégzése a
median életkor eldtt tortént. Ekkor a vizsgalt allatok tobb mint fele még életben volt minden
genotipus esetében, viszont a betegségek fenotipusai mar megjelentek, a haldlozasok mar
elkezdddtek a kisérleti csoportban. Az alkalmazott maszas teszt a Drosophila melanogaster
természetes negativ geotaxisan alapul. Elvégzéséhez a vizsgalt allatokat taptalajt nem

tartalmazo, iires fioldkba raztuk at, és egy keretben rogzitettiik a fioldkat. A keret segitségével
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a fiolakat egyszerre leraztuk, majd 15 masodpercen at kovettiik az allatok mozgasat, amit
videodra is vettiink. Egy mérés alkalmaval ~30-50 allatot vizsgaltunk genotipusonként. A
kisérleti csoportot a lerdzast kovetd 5. masodpercben, mig a kontroll allatokat a 2.
masodpercben vizsgaltuk. Ehhez, az adott mésodpercben kivagott képen egyenes vonalat
huztunk a fioldk aljanal, és ett6l a vonaltol lemértiik a fioldkban talalhatdé minden egyed
maszasi tavolsagat pixelben, az Online Ruler(32) eszkoz segitségével. Lemértiik a fiolakat is
pixelben, a tavolsagokat atvaltva pedig kiszamoltuk az allatok sebességét. Statisztikai
analizisként Mann-Whitney U (két csoport vizsgalatakor) és Kruskal-Wallis (harom vagy

tobb csoport vizsgalatakor) nem-parametrikus teszteket végeztiink a kapott adatokon.

3.5.4. Idegsejt degeneracio vizsgalata

Az idegsejtek degeneraltsaganak mértékét pszeudopupil assay segitségével tanulmanyoztuk.
Ehhez genotipusonként 10 db altatott allatot dekapitaltunk csipesz segitségével. A fejeket
targylemezre, atlatsz6 koromlakk cseppbe helyeztiik féloldalasan, hogy a szemiik jol
latszodjon a késGbbiekben. A fixalt mintakra immerzids olajat cseppentettiink, és Nikon
Eclipse 80i mikroszkop 50x nagyitasti objektive segitségével vizsgaltuk 6ket. A Drosophila
melanogaster osszetett szemét ommatidiumok sokasaga alkotja. Egy ommatidium nyolc
fotoreceptor neuronbdl, melyek mindegyike egy rhabdomerrel (fénygytijté struktira)
rendelkezik. Mivel a 7-es rhabdomer térben a 8-as felett helyezkedik el, mikroszkdpban csak
hetet tudunk megkiilonboztetni.(33) Munkank soran fejenként 20 db ommtidium
rhabdomerjeit szdmoltuk, melyeknek hidnya (ha egy ommatidiumban 7-nél kevesebb
rhabdomer lathato) Osszefiiggésben all a neurodegeneracidoval. A kapott adatokat fejenként

atlagoltuk, €s statisztikai analizisként t-tesztet végeztiink a genotipusok kozott.

3.6. RNS izolalas Drosophila mintakbol és RNS koncentracio meghatarozas

RNS izolalasra az expresszids vizsgalatokhoz volt sziikség. A kivonashoz széndioxiddal
altatott, 3 napos ¢életkort ecetmuslincakat hasznaltuk fel. Egy minta minimum 20 fejbél (~4
mg szovet) késziilt, egy kisérlethez pedig minimum 3 parhuzamos bioldgiai replikatumot
készitettiink. Az izolalast RNaz mentesitovel kezelt elszivo fiilke alatt, sterilen végeztiik.
Mintainkhoz 100-100 ul TRIzol™ reagenst (TFS) adtunk, ebben pisztillus és rotor
segitségével homogenizaltuk a fejeket. Az izolalast a gyarto altal kiadott protokoll alapjan
végeztiik, és annak végeztével 25 pul RNaz-mentes vizbe oldottuk fel a kicsapott RNS-t. A

hataroztuk meg. A miiszer 260 nm-en, az RNS fényelnyelési maximuman RNS koncentraciot
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mér; a 260 nm-en és 280 nm-en mért OD ¢értékek hanyadosabdl az izolalt RNS tisztasagara
kovetkeztethetiink. Ha az OD260/OD2gp hanyados értéke 1,9-2,1 kozott volt, akkor az RNS
oldatunkat tisztanak tekintettik. A méréshez RNaz-mentes vizet hasznaltunk mosasra, illetve

vakként, az izolalt RNS oldatokbol pedig 1-1 pl-t hasznaltunk fel.

3.7. RT-kvantitativ PCR

A valo6s idejii kvantitativ PCR ((real-time) qPCR) soran hasznalt Tag DNS polimerazok csak
DNS-t képesek templatként hasznalni, ezért az izolalt RNS-ekr6l cDNS masolatot
készitettiink. Ennek el0készito 1épéseként, a gyarto altal ajanlott moédon RNaz-mentes DNaz |
endonukleaz (TFS) kezelésnek vetettiik ala az RNS mintainkat, hogy eltavolitsuk az esetleges
DNS szennyezdédéseket. Ezt kovetden, LunaScript RT SuperMix Kit (NEB) segitségével
elvégeztiik a reverz transzkripcidt, a gyartd altal biztositott protokoll alapjan. A cDNS
mintakban a vizsgalt mRNS-eknek megfelelé cDNS-ek mennyiségi meghatarozasat qPCR-ral
végeztiik el. Ehhez Luminaris Color HiGreen qPCR reagenst (TFS), specifikusan a vizsgalt
génekre tervezett primereket (Fiiggelék, 2. tablazat) és a Piko-Real™ Real-Time PCR System
miuszert (TFS) alkalmaztunk, az alabbi beallitasokkal:

e UNG aktivacid 50 °C 2 perc
e Kezdeti denaturacié: 95 °C 10 perc
e Denaturacio: 95 °C 15 masodperc
40X
e Annealing és elongacio: 60 °C 1 perc
e Melting Curve: 60 — 95 °C
e Tarolas: 20 °C 00

Adataink kiértékeléséhez 4 1épcsds templat higitasi sort készitettiink, melynek Ct értékeibdl
kalibracidés egyenest vettiink fel. A kalibraciés egyenes segitségével meghataroztuk a
templatmennyiségeket az egyes mintakban, majd ezeket a-tubulin haztartasi gén kontrollra

normalizaltuk, hogy megkapjuk a relativ mennyiségi értékeket.

4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A Glol klonozasa és Glol taltermelé Drosophila torzsek létrehozasa

A projekt soran célunk volt a Glol gént a GAL4/UAS expresszids rendszer segitségével,
FLAG peptid taggel jelolt formaban taltermeltetni Drosophila egyedekben. Ehhez
létrehoztunk olyan transzgenikus torzseket, melyek a masodik vagy a harmadik

kromoszémajukon hordozzak az UAS-Glol.flag transzgént (30). Ezt tobb klonozasi 1épés
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segitségével hajtottuk végre (4. abra), melynek soran a célvektorunk a pTWF.attB vektor volt,

amely helyspecifikus transzgén integraciot képes biztositani.
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4. abra: Klonozasi terv

A Glol kodolo szekvencidjanak klonozasahoz els6 1épésként total RNS-t izolaltunk 20 darab
Oregon-R (vad tipusu Drosophila térzs) néstényb6l, majd abbdl reverz transzkripcioval
egyesszali CDNS-t allitottunk elé. A kapott cDNS-r6l Q5 magas hiiségli DNS polimeraz,
valamint a Glol_E3C_F ¢és Glol_E3C_R primerek alkalmazasaval amplifikaltuk a Glol-et
kodold génszakaszt. A primerek Kpnl illetve EcoRI restrikcids enzim hasitohelyekkel voltak
ellatva, a késébbi klonozasi 1épések elésegitése érdekében. A Glol PCR amplikont elészor a
pJET1.2/blunt vektorba ligaltuk, majd szubklonoztuk Gateway klonozast lehet6vé tevo
PENTR3C vektorba, a mar emlitett Kpnl és EcoRI endonukledzok, illetve T4 DNS ligaz
segitségével. Végiil Gateway klonozas (rekombindcié mediélta klénozéas) alkalmazédsaval a
Glol kodold szekvenciat atrekombinaltattuk a pTWF.attB célvektorunkba. A pTWF.attB
tartalmazza a ¢C31 fagnak megfelel6 attB helyet, igy a Drosophila genomba épitett attP
dokkolo helyekre a ¢@C31 integraz jelenlétében helyspecifikusan integralhatd. Ezen feliil,
biztositja a beklonozott gén indukalhatd expresszidjat a Gald-UAS rendszer segitségével,
valamint a transzgén altal kodolt fehérje C-terminalisara FLAG fehérje jelolo is keriil. Ezek
mellett a vektor mini-white marker gént is tartalmaz, amely a transzgenikus torzsek

szelektalasanal volt segitségiinkre (5 .abra). A pTWF.attB-Glol konstrukciot ¢C31 integraz

medialta integraciora alkalmas masodik (y w M(vas-int)ZH-2A; P{y=CaryP} attP40) és
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harmadik (y w M(vas-int)ZH-2A; P{y=CaryP} attP2) kromoszoémas attP dokkolohellyel

rendelkez6 fehérszem Drosophila embriokba injektaltattuk. Végiil a kikelé embriok tovabbi
keresztezéseivel, a mini-white markergénre torténd szelektalassal, 1étrehoztuk az UAS-
Glol.flag konstrukciét a masodik, illetve a harmadik kromoszéman hordozé homozigéta

transzgenikus torzseket.
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5. abra: A pTWF.attB-Glol konstrukcid.
A képen jol latszanak az attB1 és attB2 helyek, a mini-white markergén, az ampicillin

rezisztencia gén, az UAS szekvencia, ¢és a 3x FLAG-tag.

4.2. A Glyoxalase 1 tiltermelé torzsek validalasa

A validalast western blot segitségével végeztiik el. Ehhez a létrehozott w; +, UAS-Glol.flag,
és W; UAS-Glol.flag; + torzseinket elav-GAL4 neuronalis driver gént hordozo torzzsel
kereszteztiik. A keresztezést ugy terveztik meg, hogy az utdodok koziil csak a ndstények
orokoljék a driver gént, igy a neuronalisan indukalt Glol overexpresszio csak benniik valosult
meg, a him testvéreik pedig nem expresszald kontrollként szolgéaltak az immunoblot soran.

A vizsgalat felvivo (loading) kontrolljaként a-tubulin referencia fehérjét az ellene termeltetett
anti-a-tubulin ellenanyagot felhasznalva detektaltuk. Mivel az a a-tubulin egy haztartasi gén,
ez minden egyedben jelen van (a Glol attP40 27-es mintdnkban technikai hiba miatt nem
jelent meg). Az UAS-Glol.flag konstrukcié detektalasara anti-FLAG ellenanyagot
alkalmaztunk. Ahogy az abra mutatja (6. abra), az Osszes vizsgalt torzsiinkben detektalhatd
volt a transzgénrdl termelddd Glol.FLAG fehérje, igy alkalmasak voltak a HD és AD

Drosophila betegségmodellekben valo tovabbi vizsgalatok elvégzésére.
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6. abra: UAS-Glo! torzsek western blot vizsgalata

4.3. A Glol funkcionyerés hatasa HD (Htt-Q25 és Htt-Q120) modellben

Miutan megbizonyosodtunk arrdl, hogy a Glol overexpressziot biztositd UAS-Glol.flag
konstrukcié jelen van, és funkcionalis az injektalt térzsekben, kivancsiak voltunk arra, hogy
tiltermelése milyen hatassal van a mutansnak (Htt-Q120) és egészségesnek (Htt-Q25)
megfeleld hosszsagu poliglutamin domént tartalmazé Huntingtint kifejez6 egyedekre. Ehhez
elav-GAL4 drivert alkalmaztunk, amely biztositotta a Htt-Q25, a Htt-Q120 illetve a Glol
neuronalis kifejezddését is. Egy vizsgalatban a ndstény utddok kozott két genotipus
jelenhetett meg, az egyik csak a megfelelé Htt transzgént expresszalta (Sb marker mellett),
mig a masik ko-expresszalta a Htt és Glol transzgéneket. A vizsgalat soran kontrollnak
alkalmaztuk a Htt-Q25 egyedeket, illetve a nem expresszald himeket is.

A keresztezések utddai kozott a Htt-Q120 expresszald ndstények a nem-expresszald kontroll
utédokhoz képest jelentdsen kisebb aranyban jelennek meg, azaz kevésbé életképesek. A
Glol taltermelése szignifikans mértékben novelte a Htt-Q120-at expresszald legyek
¢letképességét (relativ kikelését), mig a Htt-Q25 expresszald néstények esetében a Glol ko-
expresszidjanak nem volt jelentGs hatasa az életképességre (7. abra, A).

Az életképesség vizsgalat soran Kikelt ndstényeket legytijtottiik, és élettartamukat 25°C-on
vizsgaltuk. A Htt-Q120 ndstények élettartama jelentdsen redukalt a Htt-Q25 egészséges
kontrollok élettartamahoz képest. A Glol overexpresszioja mind a Htt-Q25, mind a Htt-Q120
allatok esetében szignifikans élettartam novekedést eredményezett (7. abra, D és E).

A Htt-Q120 allatok szemében megfigyelhetd a fotoreceptor neuronok degeneracidja, amely az
ommatidiumokban talalhatd rhabdomerek szamanak csokkenésével jar. Az idegsejt

degeneracios vizsgalatot U. n. pszeudopupil assay segitségével végeztiik el harom napos, vagy
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kizardlag a megfelel6 Htt transzgént, vagy a Htt és a Glol transzgéneket egyiittesen kifejezo
ndstény egyedeken. A Htt-Q25 kontroll allatokndl nem tapasztaltunk neurodegeneraciot,
azonban a Htt-Q120 allatoknal megfigyelt idegsejt degeneracion a Glol overexpresszid
jelent6sen javitott (7. abra, C)

A Htt-Q120 allatok motoros aktivitdsa leromlik, ami nyomon kdvethetd a vertikalis mészasi
sebesség meghatarozasaval. A motoros funkciok vizsgalatat 6t napos, elav-Gal4 altal hajtott
transzgéneket expresszalo ndstény egyedeken végeztiik. Ekkor, még a median élettartam eldtt,
a Htt-Q120 allatok tobb mint fele ¢letben volt, de a betegség okozta fenotipusuk mar elég erds
volt, igy lehet6ség adodott az esetleges Glol overexpresszié altali menekités detektalasara. A
Htt-Q25 kontroll allatoknal nem talaltunk valtozast a motoros képességekben, de a Htt-Q120
egyedeknél a Glol transzgén indukalta taltermelés szignifikansan javitotta a mozgas

sebességét (7. abra, B).
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7. abra: A Glol funkciényerés hatasa Htt-Q25 és Htt-Q120 expresszalo egyedekben. (A)

Eletképesség vizsgalat, a kikelt Htt-Q25 vagy Htt-Q120 expresszal egyedek szamat a nem-

expresszalo him testvéreik szamahoz viszonyitottuk (+ standard hiba, t-teszt). (B) A maszasi

aktivitds megallapitasara maszasi sebességet mértiink (megtett fliggdleges ut/ 5 mp; atlag +

standard hiba; Mann-Whitney U és Kruskal-Wallis nem parametrikus tesztek). (C) A
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neurodegeneracié meghatarozasara a rhabdomervesztést vizsgaltuk (atlag ép rhabdomer szam
/ ommatidium, + standard hiba; t-teszt). (D és E) Az élettartam vizsgalatok kiértékelésénél az
¢lettartam gorbék kertiltek dsszevetésre (Log-rank nem parametrikus tesztek). (*: p < 0,05;
**:p<0,01; ***: p<0,001).

Elmondhato, hogy a Glol funckionyerés a Htt-Q120 Huntington-kor Drosophila modellben
szignifikansan novelte az allatok életképességét és élettartamat, csokkentette az idegsejt
degeneracid mértékét, illetve szignifikansan megnovelte az allatok mozgasi sebességét, a
nem-expresszalo testvéreikhez képest. A Glol taltermelése még a kontroll csoportban (Htt-

Q25) is szignifikdns hatast volt az allatok élettartamdnak megndvelésében.

4.4. A Glol funkcidvesztés hatasa HD (Htt-Q25 és Htt-Q120) modellben

Mivel eddigi vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a Glol transzgén taltermelése
szignifikansan javitotta a Htt-Q120 kivaltotta fenotipusokat az Gsszes tesztben, kivancsiak
voltunk az ellentétes hatasra, azaz hogy a gén heterozigota formaban torténd Kkiiitése
kovetkeztében milyen valtozasok kovetkeznek be a vizsgalt HD ndstény allatainkon.
Vizsgalataink soran ismét a Htt-Q25 genotipust allatokat hasznaltunk kontrollként, illetve a
nem-expresszald Htt-Q120 himeket.

A keresztezésekbdl kikeld Osszes utddot leszamoltuk, a néstényeket pedig 0sszegyljtottiik a
tovabbi vizsgélatokhoz. A ndstények mindegyike Htt transzgénnel, és az azt meghajtd
neuronalis elav-GAL4 driverrel rendelkezett, ezen kiviil pedig egy résziik heterozigota
formaban tartalmazta a Glo1%° null mutaciot. Meglepben, a Htt-Q120 Glo1*°/+ egyedek
relativ kikelése a vizsgalat soran szignifikansan jobbnak bizonyult, mint a Glol vad tipusa
alléljara (Glo1") homozigota testvéreiké. A Htt-Q25 kontroll csoportban ugyan némileg jobb
volt a Glol1* egyedek relativ életképessége, mint a Glo1¥/+ testvéreiké, am ez a kiilonbség
kozel sem volt szignifikans (8. abra, A).

Az élettartam vizsgalat soran, a Htt-Q120 kisérleti csoportok esetében kapott eredményeink
azt mutattak, hogy bar a median élettartam a Glo1®/+, és a homozigota Glol* csoportnal
megegyezik (~8 nap), a Glo1°/+ csoport maximalis élettartama enyhén nagyobb (8. abra, E).
A Htt-Q25 kontroll csoportok élettartamat a TDK dolgozat leadasakor még figyelemmel
kovettiik, a dolgozat irasakor azonban a legiddsebb egyedek 45 naposak voltak, de a tomeges
elhullasuk ekkor még nem kezd6dott el, élettartamuk medianjat még nem érték el, ez a

gorbéjiik eddigi lefutasabol is lathato (8. abra, D).
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A Htt-Q25 kontroll csoportok esetében az idegsejtek degeneraciojat egyaltalan nem észleltiik.
A harom napos Htt-Q120 Glo1"/+ kisérleti csoportoknal viszont szignifikansan fokozodott a
neurodegeneracié mértéke a Htt-Q120 Glo1™ kontrollhoz viszonyitva (8. 4bra, B).

Végiil a motoros képességek vizsgalatara maszas teszteket is végeztiink 5 napos egyedeken,
azonban az aktivitdsok kozott sem a kontroll, sem a kisérleti csoporton beliil nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget (8. abra, C)
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8. abra: A Glol részleges funkciévesztésének hatisa HD modellben. (A) Eletképesség
vizsgalat, a kikelt Htt-Q25 vagy Htt-Q120 expresszalo egyedek szamat a nem-expresszalo
him testvéreik szamahoz viszonyitottuk (+ standard hiba; t-teszt). (B) A neurodegeneracio
meghatarozasara a rhabdomervesztést vizsgaltuk (ommatidiumonkénti ép rhabdomerek
atlagos szama + standard hiba; t-teszt). (C) A motoros aktivitas megallapitasara sebességet
mértiink (megtett fliggdleges Gt/ 5 mp; atlag + standard hiba; Mann-Whitney U és Kruskal-
Wallis nem parametrikus tesztek). (D és E) Az élettartamok kiértékelésénél az élettartam
gorbék keriiltek 6sszevetésre (Kaplan-Meier, és Log-rank nem parametrikus tesztek). (*: p <
0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001).

A Glol gént csak heterozigota formaban hordozé, Htt-Q120 Glo1X°/+ egyedeken végzett

fenotipusos tesztek eredményei csak az idegsejt degeneracié sordn mutattdk a vartnak

26



megfeleld, a Glol tultermeléssel ellentétes (rontd) hatast. Ebben az esetben karos hatasa volt a
génkiiitésnek, mivel a neurodegeneracié mértéke szignifikansan nétt a Glo1*®/+ csoportban.
Azonban, mig a motoros aktivitasban nem figyeltiink meg jelentés kiilonbségeket, a Glo1</+
allatok ¢életképessége és élettartama is novekedett a Glol gént homozigoéta formaban hordozé
testvéreikhez képest. A kontroll csoportok esetén nem detektaltunk kiilonbséget a tesztek

soran, bar az élettartam vizsgalat még jelenleg is folyik.

4.5. A Glol taltermelés hatasa HD (HttQ96-Cerulean) modellben

Mivel terveinkben tobbek kozott szerepelt a HttQ96-Cerulean modellen elvégzett
immunoblot vizsgalat is, el0szor a genetikai interakcios vizsgalatokat végeztiink, hogy lassuk,
jar-e menekitd hatassal a Glol taltermelése ebben a HD betegségmodellben. Vizsgalatainkat a
HttQ96-Cerulean és az UAS-Glol.flag torzsekkel elvégzett interakcios keresztezések elav-
GALA4 driveres néstény utddjain végeztik.

A HttQ96-Cerulean néstények élettartama jelent6sen redukalt a Htt-Q25 egészséges
kontrollok élettartamahoz képest. Az életképesség vizsgalat sordn a kisérleti csoportban (Htt-
Q96) azonban a Glol transzgént overexpresszalo, és nem overexpresszald csoportok kikelése
kozott nem taldltunk szignifikans eltérést (p=0,432). Pseudopupil assay segitségével a
neurodegeneraciot IS szerettiik volna vizsgalni, am azt talaltuk (1 és 2 hetes allatokat
vizsgalva), hogy nem tortént idegsejt degeneraciod egyik vizsgalt csoportban sem. A motoros
aktivitds mérésére hasznalt maszas teszt sordn is hasonld megfigyeléseket tettliink, sem a
kontroll, sem pedig a kisérleti csoportok kozott nem figyeltiink meg szignifikans eltérést. Az
allatok élettartamat vizsgdlva azonban jelentds kiilonbségeket talaltunk mindkét csoport
esetében, amelyet a Htt-Q25 kontroll allatok vonatkozasaban mar korabban ismertettem. A
Htt-Q96 kisérleti csoportban a Glol thltermelés okozta jelentds javitd hatas volt
megfigyelhetd, melynek eredményeként a median élettartam 36 naprol 56 napra tolodott ki, és

ezek az egyedek joval tovabb is maradtak életben (9. dbra)
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9. abra: A Glol overexpresszio okozta élettartam novekedés a kontroll (Htt-Q25) és a
kisérleti (Htt-Q96-Cerulean) csoport esetében. (Kaplan-Meier, és Log-rank nem

parametrikus tesztek).

Az elvégzett vizsgalatok alapjan tehat elmondhat6, hogy a Glol overexpresszio a Htt-Q96-
Cerulean allatok esetén szignifikans élettartam novekedést eredményezett a nem-
overexpresszald csoporthoz képest. Eletképesség, neurodegeneracid, és maszasi aktivitas

tesztek soran a két kisérleti csoport k6zott nem talaltunk jelentds kiilonbségeket.

4.6. A Glol funkcionyerés hatasa AD modellben

Vizsgalatainkat az ide tartozo interakcios keresztezések elav-GAL4-et expresszaldo ndstény
utddjain végeztiik el, melyeknek egy része csak a béta-amiloid peptidet, a masik része pedig a
Glol transzgént is expresszalta. Vizsgalataink soran ezeknek az egyedeknek a nem
expresszalo him testvéreit, tovabba Abeta transzgént nem hordozo ndstényeket is hasznaltunk
kontrollként.

Célunk volt, hogy kideritsiik, hogy az Ai.1s2 peptid expresszidja altal létrehozott, beteg
fenotipust (életképességre, élettartamra, idegsejtek integritasara és mozgasra gyakorolt
negativ hatas) képes-e menekiteni a Glol tultermelése.

Ebben a betegség modellben is elvégeztiik a fenotipusos teszteket, az élettartam vizsgalat
kivételével, mivel az Abeta transzgén expresszidja nem okoz olyan mértékii toxikus hatast
25 °C-on, mint az mHtt: az egyedek élethossza, bar szignifikansan csokken, de kozelit a
vadtipuséhoz. Hasonlé okok miatt a vizsgalatainkat nem par napos, hanem 1 és 2 hetes kora
egyedeken végeztiik el, mivel a tiinetek progresszidja miatt ekkor mar detektalhatoak a tobbi
tesztben vizsgalt, az AP1-42 0kozta fenotipusok.

Az életképesség vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy bar a Glol transzgén hatasara mind az
APi-42 taltermeld kisérleti, mind az Abeta transzgén nélkiili kontroll csoportban megnétt az
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egyedek szama, ez a kiilonbség egyik esetben sem volt szignifikans (w kontrol: p=0,106;
Abeta: p=0,11) (10. abra, A).

A neurodegeneracié mértékét is meghataroztuk a csoportoknal, ezt pszeudopupil assay
alkalmazasaval vittiik végbe. Az egy hetes életkort allatok esetében még nem volt kiilonbség
a vizsgalt csoportok kozott, azonban a kéthetes allatoknal a Glol taltermelé AD legyek
esetében szignifikansan kisebb mértékii neurodegeneracio volt detektalhato (10. abra, B).
Végiil pedig maszas teszt segitségével az allatok motoros aktivitasat IS megvizsgaltuk,
melynek eredményeként azt kaptuk, hogy mind az egy-, mind a két hetes ¢életkorti allatok
esetén a kisérleti csoportban jelentdsen jobban teljesitettek a Glol transzgént hordozé
egyedek (10. abra, C és D)

A Abeta transzgént nem hordoz6 kontroll egyedek esetében egyik vizsgalat soran sem

tapasztaltunk jelent6s valtozast.
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10. abra: A Glo1 taltermelés hatasa AD modellben. (A) Eletképesség vizsgalat, a kikelt
Abeta nélkiili kontroll (w) és az Abeta expresszalo néstény egyedek szamat a nem expresszalod
him testvéreik szamahoz viszonyitottuk (+ standard hiba; t-teszt). (B) ldegsejt degeneraciod
(ommatidiumonkénti ép rhabdomerek atlagos szama (+ standard hiba; t-teszt). (C és D) 1 és 2

hetes ¢életkoru allatokon végzett motoros aktivitas tesztek (megtett fliggdleges Ut/ 5 mp; atlag
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+ standard hiba; Mann-Whitney U és Kruskal-Wallis nem parametrikus tesztek). (*: p < 0,05;
**p<0,01; ***: p<0,001).

Az adatok értékelése utan kijelenthetjiik, hogy a Glol taltermelése az APi4> peptidet
expresszalo utodokban (Alzheimer-kor Drosophila modell), szignifikansan csékkentette az
idegsejt degeneracio mértékét 2 hetes korban, €s jelentésen ndvelte a maszasi sebességet 1 és
2 hetes koru allatok esetén is, a nem-taltermeld, APi4, expresszald utdodokhoz képest. Az
¢letképesség vizsgalat soran, bar nagyobb aranyban keltek ki az APB1.42 expresszald csoportok

koziil a Glol tultermel6 utodok, a detektalt kiillonbség nem bizonyult szignifikansnak.

4.7. A Glol funkcidvesztés hatasa AD modellben

Az AD legyekben végzett Glol funkcionyeréses vizsgalatok pozitiv eredményei miatt
kivancsiak voltunk, hogy milyen fenotipusos valtozast okoz a betegségmodellben a Glol
heterozigéta nullmutacidja. A vizsgalatokhoz az interakcios keresztezések ndstény utddjait
hasznaltuk fel, melyek mindegyike Abeta transzgénnel, és az ezt meghajté elav-GAL4
driverrel rendelkezett, illetve vagy homozigétak voltak a Glol"™ vadtipusu allélre, vagy
heterozigota formdban tartalmaztdk a Glo1%° mutaciot. Tesztjeink sordn ismét a nem-

expresszalo him testvérek, illetve Abeta transzgént nem hordozo (w'''®

-al  végzett
keresztezésekbdl szarmazd) néstények szolgaltak kontrollként.

Az életképesség vizsgalat soran azt talaltuk, hogy az Abeta kisérleti csoportban a
véarakozéasinknak megfelelden, a heterozigota Glo1° allatok kisebb aranyban keltek ki, mint a
Glol" allélt homozigota forméaban hordozo testvéreik. Enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a
kontroll csoportnal is a génkiiités hatisara, ez az érték azonban kozel sem szignifikans
(11 .abra, A).

A neurodegeneracié mértékét is vizsgaltuk a kiilonb6z6 csoportokban 1 és 2 hetes allatokon.
Az egészséges kontroll allatoknal egyaltalan nem volt degeneraciéra utald jel, mig az AD
allatoknal mar detektalhatd volt a neurodegeneracio, de a két genotipus (Glo1"%/+ és Glo1™)
kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (1. hét: p=0,412 , 2. hét: p=0,575).

A motoros aktivitds vizsgalatara végzett maszas teszt soran, az egy hetes csoportoknal azt
kaptuk eredményiil, hogy az AD allatok esetén nem detektalhatd szignifikdns csokkenés a
maszasi sebességben (11 .4bra, B). Két hetes korukra azonban az AD allatok gyakorlatilag

mozgasképtelenné valtak, a Glol részleges funkciovesztése pedig szignifikansan novelte az

AD allatok maszasi sebességét (11. abra, C).
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11. abra: A Glol funkciévesztés hatasa Drosophila AD modellben. (A) Eletképesség
vizsgalat (+ standard hiba; t-teszt), (B és C) 1 és 2 hetes életkoru allatokon végzett maszas
tesztek (megtett fliggbleges ut/ 5 mp; atlag + standard hiba; Mann-Whitney U ¢és Kruskal-

Wallis nem parametrikus tesztek). (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001).

Eredményeink alapjan, a Glol heterozigota nullmutacidja Abeta transzgént expresszalo
egyedekben, akar csak a HD modellben, nem minden tesztben mutatta a vartnak megfeleld,
Glol tultermeléssel ellentétes (rontd) hatast. Karos hatasa a heterozigdta génkiiitésnek az
allatok életképességének vizsgalatanal volt detektalhato, mivel ezek az allatok sokkal kisebb
aranyban keltek ki, a Glol gént homozigota formaban hordozo testvéreikhez képest. Ezzel
ellentétben, a motoros aktivitds mérése soran azt talaltuk, hogy mar egyhetes korukban jobban
teljesitettek a Glo1%%/+ egyedek, amely kiillonbség a masodik hétre mar szignifikdnsan

megndtt, a Glol" allatok mozgasképtelenné valasaval.

Osszegezésként, a Glol funkcionyerés és funkciovesztés vizsgalata sordn kapott
eredményeink részben ellentmondasra vezettek mind a HD, mind az AD modellben, amely
felveti, hogy a transzgéniinknek vagy van valamilyen altalunk nem vizsgalt hatdsa, vagy
tobbféle Uton fejtheti ki hatasat. A Glol taltermelés esetén azért varhaté a menekité hatas,
mivel a glioxalaz 1 egy detoxifikalé fehérje, ha tultermeljiik, elméletben tobb, az AGE-ek
keletkezéséért felelds reaktiv aldehidet tud semlegesiteni. Csokkent glioxaldz 1 szintnél
elképzelhetd azonban, hogy a mutans Huntingtin és Af;.4p toxikus oligomerek a
megnovekedett glikativ stressz hatasara fokozottan aggregalddnak, amely mindkét fehérje
esetén a nem, vagy kevésbé toxikus format eredményezi(11)(10). Ezzel pedig elésegithetik a
vizsgalatok sordn tapasztalt javitd hatdsokat. Annak kideritésére, hogy melyik hatés

érvényesiil, tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.
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4.8. A Glyoxalase 1 transzkripcios aktivitasanak vizsgalata taltermel6 torzsekben

A fenotipusos vizsgalatok soran kapott, a tiltermelés okozta pozitiv eredmények hatdsara,
kivancsiak voltunk arra is, hogy a bevitt transzgéniink milyen mértékben emeli meg a Glol
transzkriptum szintet. A vizsgalatunkat 3 napos allatokon, HD és AD Drosophila modellben
is elvégeztiik. Mintaként 20 db, az interakcids keresztezésekbdl kapott utdodokat hasznaltuk,
tehat elav-GAL4 drivert hordozé Htt-Q120; +/Sb  ¢és Htt-Q120; Glol/+, HttQ96-
Cerulean; +/Sb és HttQ96-Cerulean; Glol/+, w; +/Sb és w; Glol/+; valamint Abeta/Sb és
Abeta/Glol genotipusu allatokat. Benniik, a Glol génrdl atir6do transzkriptum szintet RNS
izolalast, majd cDNS atirast kovetden, kvantitativ PCR segitségével hataroztuk meg. Ehhez 3
vagy 4 biolodgiai, €s bioldgiai replikatumonként két technikai replikdtumot alkalmaztunk. A
10x higitott cDNS templatokat alkalmaztunk. A reakcidkat négy 1épcsds, 3x higitasu templat
higitasi sor (5%, 15x, 45x, 135x) mellett végeztiik, ennek adatai alapjan kalibracids egyenest
vettiink fel, kiszamoltuk a korrelaciés egyiitthatojat (R), a meredekségét, és a qPCR futasok
hatékonysagat is (108,78% és 108,01%). Tovabba a kalibracidos egyenes segitségével
kiszdmoltuk az egyes mintadkban 1év0 relativ templat mennyiségeket is, amelyeket aztan a-

tubulin haztartasi génkontrollra normalizaltunk.
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12. abra: A Glol gén expresszioja UAS-Glol.flag tiltermeld, és kontroll csoportokban.

Az abran az egyes genotipusokban a Glol gén relativ expresszios szintje lathatd (a-tubulinra

normalizalt atlag + standard hiba; t- teszt). (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001).
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A kapott eredményeink arra mutatnak, hogy a Glol transzkriptum szintje, a bevitt transzgén
hatasara, szignifikansan megné az Osszes altalunk vizsgalt csoportban (12. abra). Ez az
eredmény aldtdmasztja a fenotipusos vizsgalatok soran megfigyelt menekitd hatast a

betegségmodellek tultermeld allatai esetében.

4.9. A Glol taltermelés hatasa a mHtt szolubilis és aggregalt formaira
Projektiink végén azt vizsgaltuk, hogy a Glol overexpresszié hatasara bekovetkezik-e
valtozas az mHtt kilonboz6é formainak mennyiségében. Ennek elvégzésére immunoblot
analizist alkalmaztunk. A vizsgalatot 7, 14, és 35 napos elav-GAL4/+; HttQ96-Cerulean/+;
+/Sb és elav-GAL4/+; HttQ96-Cerulean/+; Glol/+ genotipusu allatokon végeztiik el, mivel a
HttQ96-Cerulean torzs és anti-GFP ellenanyag hasznalataval detektalni tudtuk a Htt fehérje
kiilonb6zé formait. Eddigi munkank soran genotipusonként 3 bioldgiai replikatumot
készitettiink el, melyek kozil az elsé sorozattal végeztiik el az immunoblot analizist.
Mintainkhoz egyenként 10-10 fejet hasznaltunk fel. Referencia fehérjének hasznaltuk a
vizsgalat soran a H3 hiszton fehérjét (~17-20 kDa), amely mindegyik allatunkban jelen van,
¢s megjelenik, ha jol miikodott az immunoblot.
A szolubilis Huntingtin fehérje fragmentum ~70 kDa nagysagu, mig az aggregalt formaja
ugyanennek a fehérjének a nagy mérete miatt a stacking gélben kialakitott zsebekben marad,
igy az elektroblottolds soran az egész géllel dolgoztunk, hogy biztosan detektalni tudjuk az
aggregalt format is (13. abra, A).
A B
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13. abra: A Htt fehérjemennyiség valtozasa Glol-et overexpresszalo allatokban. (A) A
Glol taltermel6 és normal Htt-Q96-Cerulean mintakbol késziilt western blot képe, a
kiilonboz6 Htt formakkal feltiintetve. (B) Az immunoblot soran kapott, H3 hisztonfehérjére
normalizalt jelintenzitas értékek a kiilonboz6 formak esetén Htt-Q96-Cerulean taltermeld, a

Glol-et ko-expresszalé illetve Glol transzgén nélkiili kontroll (Sb) egyedeknél.

A hivas utan kapott képet a LI-COR C-DiGit Blot Scanner sajat programjaval értékeltiik. A
mintak intenzitasjeleit, a hozzajuk tartozé H3 hisztonrol kapott intenzitasjelre normalizaltuk.

A kiértékelés soran készitett abrardl jol leolvashato (13. abra, B), hogy normal allapotban a
szolubilis Htt mennyiségében nincs jelentds valtozas, csak enyhe ingadozas latszik a kor
elorehaladtaval. Az aggregalt formak azonban egyértelmiien ndvekednek az Oregedés
hatasara. A Glol tultermelé allatok esetén a szolubilis formak a kezdeti idépontban nem
mutatnak eltérést a kontrollhoz képest, &m a kor elérehaladtaval a mennyiségiik latvanyosan
csokken. Az aggregalt formak az overexpresszald egyedek esetén pedig mar fiatalon is
csokkent mennyiségben vannak jelen. Ahhoz, hogy biztos kovetkeztetéseket vonhassuk le, a

vizsgalat tovabbi ismétlései sziikségesek a tobbi biologiai replikatumon.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kutatomunkam kozéppontjdban a Huntington-kér (HD), egy autoszémalis domindns
oroklédésti, neurodegenerativ megbetegedés, illetve a jellemzden sporadikus Alzheimer-kor
molekularis hatterének vizsgalat allt. Munkamat a betegségek transzgenikus Drosophila
melanogaster modelljeiben végeztem.

A csoportunk altal korabban HD és Alzheimer-kor modell rendszereken végzett mikroRNS
transzkriptomikai vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a két betegségmodellben
valtozast mutatd miRNS-ek targetjei kozott feldiisulnak az AGE-RAGE jelatviteli ttvonalhoz
kotheté gének mRNS-ei. TDK dolgozatomban ezért célul tiiztem ki az utvonalhoz kothetd
egyik f6 detoxifikald fehérjét, a glioxalazt kodolé Glyoxalase 1 (Glol) gén klonozasat, és
transzgenikus, Glol tultermelé Drosophila torzsek 1étrehozasat. Az eléallitott UAS-Glol.flag
transzgénrdl torténd expressziot western blot analizissel is ellendriztiik. Ezt kdvetéen HD és
Alzheimer modellben is vizsgaltuk a Glol taltermelésének hatasat az allatok életképességére,
mutatjak, hogy a tultermelés a HD modellben az 0sszes vizsgalt tesztben javitotta a betegség
fenotipusat, mig az AD modellben az életképességre nem volt hatassal, de a tovabbi tesztek
esetében menekité hatast tapasztaltunk. Tovabba fenotipusos vizsgalatot végeztiink egy
Cerulean fluoreszcens fehérjével kapcsolt mutans huntingtint (Htt.Q96-Cerulean) expresszalo
HD modellen is. Ebben az esetben az ¢lettartamok kozott talaltunk szignifikans eltérést a
Glol overexpresszié hatasara. Ezt a torzset hasznaltuk arra is, hogy megfigyeljiik, a Glol
tultermelése hatdsara megvaltozik-e a mutans huntingtin fehérje western blottal kimutathaté
szolubilis formajanak; illetve a stacking gélben 1évd aggregalt formaknak a mennyisége. A
Glol mRNS szintjének novekedését a kisérleti csoportokban kvantitativ. RT-PCR
alkalmazasaval igazoltuk.

A Glol tiltermelés hatasanak jellemzése mellett Glol funkcidvesztéses mutans alléljének
felhasznalasaval vizsgaltuk a csokkent Glol szint hatasat a Drosophila HD és AD

modellekben.

kulcsszavak: Huntington-kor, Alzheimer-kor, neurodegeneracio, Drosophila modell, Glol,

taltermelés, menekito hatas
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FUGGELEK

1. tablazat: A klonozashoz felhasznalt primer szekvenciak:

Primer Primer szekvencia bp
Glol1-E3C-F | GGTACCATGGGCGACGTGACAGGA 24
Glol-E3C-R | GAATTCAAGACGGAGTGTGCATTGAA | 26
2. tablazat: Az RT-gPCR-hoz felhasznalt primer szekvenciak:
Primer Primer szekvencia bp
Glol-gF GCTGTACTTTCTGGGGTACGAG 22
Glol-gR TGGGTCAACTCAATGGTGGC 20
tubulin_qgF TGTCGCGTGTGAAACACTTC 20
tubulin_gR AGCAGGCGTTTCCAATCTG 19

39



TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Borosta Roberta nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott ,,A Glioxaliz
rendszer neurodegenerdciora gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata Huntington-kér és
Alzheimer-kér modellekben” cimli  dolgozatomban leirtak esetében az aldbbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(otfokozati skdldn jellemezve)

Glol klénozés 5
Drosophila genetikai modszerek 4
Western blot 1

RNS izolalas 5
RT-qPCR 5
Adatelemzés 5
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