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Roviditések jegyzéke

AD — Alzheimer’s disease, Alzheimer-kor

APP — B-amyloid precursor protein, B-amiloid prekurzor fehérje
AP — Amiloid B protein

AB42 — Amiloid B protein 42 aminosav hosszisagu fragmense
cdk5 — Cyclin-dependent kinase 5, Ciklin-fiiggd kinaz 5

dTau — Drosophila Tau

FTDP-17 — Frontotemporal demetia with parkinsonism linked to chromosome 17, 17.
kromoszomahoz kotott, parkinson-szerii frontotemporalis demenciak

Gal4 — Galactose-responsive transcription factor, Galaktdz-reszponziv transzkripcios faktor
GMR - Glass multiple reporter, Glass tobbszords riporter

GSK-3p — Glycogen syntase kinase 3, Glikogén-szintaz-kinaz-3

hTau — Humén Tau

IR — Inverted repeat, forditott ismétlddés

MAP — Microtubule associated protein, mikrotubulus-asszocialt fehérje

MAPI1B — Microtubule associated protein 1B, mikrotubulus-asszocialt fehérje 1B
MAPT — Microtubule associated protein Tau, mikrotubulus-asszocialt Tau fehérje
NFT — Neurofibrillary tangle, neurofibrillaris koteg

PP2A — Protein phosphatase 2A Protein foszfataz 2A

pTau — Hiperfoszforilalt Tau

TH — Tirozin-hidroxilaz

UAS — Upstream Activation Sequence, upstream aktivald szekvencia



1. Bevezetés

A kiilonb6z6é neurodegenerativ betegségek jelentds anyagi €s szocialis terhet jelentenek a
vildg szédmara. Az ilyen, idegsejtek karosodasaval és pusztuldsaval jardo betegségek
leggyakoribb formdja az Alzheimer-kor (AD). A betegség soran — tobbek kdzott — a neuronok
elvesztése miatt kognitiv funkcids zavarok és emlékezetvesztés figyelhetd meg. A tiinetek az
1d6 elore haladtaval egyre stilyosbodnak, végiil a beteg halalat eredményezik.

2015-ben 46,8 millio fore becsiilték a demencidkban szenveddket, és a jovore nézve a
megbetegedések szamanak ndvekedését josoljak. Az ezzel Osszefiiggd globalis kiadasok csak
ebben az évben koriilbeliil 818 milliard dollart tettek ki [ CITATION htt \l 1038 ], amely 35,4
%-o0s emelkedést jelent a 2010-es 604 milliard dollarhoz képest [ CITATION Wiml3 \l
1038 ]. Ennek az 6sszegnek a tulnyomo részEét informalis és szocidlis ellatas teszi ki a fejlett
gazdasaggal rendelkezd orszdgokban, az egészségligyi kiaddsok elmaradnak ezek mellett.
Szegényebb orszdgokban az informalis gondozas domindl, tehat a beteg gondozasat a rokonok
végzik, kiilsd, intézményesitett timogatas nélkiil. Az informalis gondozés tehat nem csak a
beteg, hanem egy teljes csalad, életvitelbeli valtozasat vonja maga utan. A

Az Alzheimer-kor jellemzd tiinetei az iddvel egyre stlyosbodd viselkedési ¢és
memoriazavarok, amelyek kihatnak olyan alapvetd emberi tevékenységekre, mint a
dontéshozas vagy a beszéd. Patologias ismertetdjegyei az extracellularis amiloid plakkok és a
sejteken  beliilli  neurofibrillaris  kotegek  (NFT)  megjelenése, amelyek  Tau
fehérjeaggregatumokbol allnak [ CITATION IrvO8 \I 1038 ] (1. dbra). Az amiloid plakkok a
B-amiloid prekurzor fehérje (amyloid B precursor protein, APP) hasitasi termékei. A fehérjét
haromféle enzim képes hasitani, a koros, 42 aminosav hosszusdgi amiloid-f peptid a
Y-szekretaz terméke [ CITATION Elel5 \I 1038 ]. A roviden csak AP42 néven emlegetett
peptid, illetve az ebbdl kialakuld aggregdtumok az Alzheimer-kér okozodinak egyike
[ CITATION Gut03 \l 1038 ].

Szamos megkdzelitést alkalmaznak hatékony gyogyszerek kifejlesztésére az Alzheimer-kor
ellen [ CITATION Kum15 \l 1038 ]. Az eddigi kutatasok f6leg az amiloid- proteint céloztak [
CITATION Monl1\l 1038 ], azonban egy Ujabb szemlélet a mikrotubulusokat stabilizal6é Tau
fehérjét tartja a f6 célmolekulanak [ CITATION Medl14 \l 1038 \m Tau09]. A fehérje
vegyiiletet azonositottak, melyek képesek voltak gétolni a tau aggregaciot in vitro, azonban in

vivo hatékonysaguk még nem bizonyitott [ CITATION Med14 \I 1038 ].
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1. abra Az Alzheimer kor ismertetdjegyei, az amiloid plakkok (piros nyil) €s a neurofibrillaris
kotegek (kék nyil). Az Alzheimer-kor patoldgidja soran az amiloid-p és a Tau fehérjék
oldhatatlan aggregatumokat képeznek, €s extra- vagy intracellularis lerakodasokat alakitanak
ki az agyban. Az kép immunhisztokémiai modszerrel késziilt anti-Tau és anti-amiloid-f3
antitestekkel. (Spillantini és Goedert nyoman) [ CITATION Spil3 \l 1038 ]

1.1. A Tau

A Tau egy mikrotubulus-asszocialt fehérje (MAPT — microtubule associated protein Tau),

melynek emberben hat izoformdja ismert (2. &bra). Ezek ugyanazon, a 17. kromoszéman
talalhato MAPT gén termékeként alternativ splicinggal keletkeznek [ CITATION Spil3 \I
1038 \m And05 \m Goe04]. Az izoformak kozott kiilonbségek lehetnek a tubulin-k6td helyek
mennyiségében, melyeket R betiivel jeloliink. Ennek megfelelden a fehérjén talalhatd harom,
vagy négy ilyen kotOhelynek megfelelden az izoformédk a 3R ¢és 4R jeloléssel
kiilonboztethetdk meg. Egy egészséges felndtt emberi agyban ezek 1:1 aranyban fordulnak
eld, viszont az egyes taupatidkban (tehat Tau fehérjeaggregacidval dsszefiiggd betegségekben)
megvaltozik ez az aranyszdm [ CITATION Nob13 \l 1038 ].
A mikrotubulus-koto région kiviil a fehérje izoformai kozott kiilonbséget az N-terminalishoz
kozeli, 29 aminosav hosszl szakasz megléte vagy hidnya okozza. Ezeket a valtozatokat a ON,
IN vagy 2N jeloléssel latjak el. Ezek a szakaszok erésen savas karakteriiek ¢és a
plazmamembrannal, = valamint  citoszolikus  elemekkel  kolcsonhatva  jelatviteli
folyamatokban vesznek részt [ CITATION Bué00 \l 1038 ].



A Tau legnagyobb mennyiségben az idegsejtek axonjaiban fordul eld, ahol a
mikrotubulusok 0Gsszeszerelésében ¢€s késObb stabilizdlasukban jatszik szerepet. Ezzel
axonalis atvitelben [ CITATION Her07 \l 1038 ]. Miikodését foszforilaltsagi allapota
hatarozza meg [ CITATION Nobl3 \I 1038 ], defoszforilalt allapotban kotédik a
mikrotubulusokhoz, foszforilacié hatasara levalik roluk. A két allapot kozotti dinamikus
egyensuly all fenn, amelyet foszfatdzok és kindzok szabalyoznak [ CITATION Bal07 \I
1038 ]. Neurodegenerativ betegségekben ez az egyensuly felbomlik, és nagy mennyiségii

hiperfoszforilalt Tau (pTau) keletkezik.

1 4R/ 2N Rl R2 R3 R4 441
N terminus C terminus
1 3R/2N 410
N terminus C terminus
1 4R/TN 412
N terminus C terminus
1 3R/IN 381
N terminus C terminus
1 4R/0ON 383
N terminus C terminus
1 3R/ON 352
N terminus C terminus

2. abra A hat Tau izoforma. A MAPT gén RNS termékének alternativ splicingjaval
fiziologiasan hat izoforméaban fordul eld a Tau. Ezek kdzott a mikrotubulus-kotd régiok
(piros) mennyiségében (3R vagy 4R), és 29 aminosav hosszu N-terminalis kozeli
szakaszokban (sarga) van kiilonbség (ON, 1N és 2N jeloléssel) (Ballatore és mtsai)

[ CITATION Bal07 \1 1038 ].

1.1.1. A Tau szerepe a neurodegeneracioban

A hiperfoszforilalt Tau aggregatumok képzddése szerepet jatszik tobb neurodegenerativ
betegség kialakulasaban, melyeket dsszefoglaldan tauopatidknak neveznek. A taupatiak kozé
olyan betegségek sorolhatok, mint az Alzheimer-kér, a Pick-betegség, a progressziv
szupranuklearis bénulas és a Parkinson-kor [ CITATION Her07 \l 1038 ]. A taupatiak jellemzo

ismertetdjegye az idegsejtekben felhalmozdodott Tau aggregatumok jelenléte. A fehérje
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rendellenes valtozatai elvesztik mikrotubulus-kotd képességiiket, jelentdsen megnd a szabad
Tau mennyisége. A kotetlen fehérjékbdl dimerek, trimerek €s mas szolubilis vagy oldhatatlan
oligomerek képezddnek. Ezek késobb paros helikalis filamentumokat és egyenes
filamentumokat alkotnak, végiil neurofibrillalis kotegek keletkeznek beldliik. A folyamat
végiil az axondlis transzport és az idegsejtek szerkezetének karosodasat eredményezi.

A patologids folyamat sordn a fehérje nemcsak elveszti normalis rendeltetését, hanem
tovabbi toxikus funkciot nyerhet és karosodast okoz a mikrotubulusokban, valamint a
normalis Tau proteint és feltehetdéen mas mikrotubulus-koté fehérjéket képes bevonni az
aggregacioba [ CITATION Med14 \l 1038 ]. Manapsag is vita targya, hogy a toxikus hatésért
melyik forma felelds. Korabban a késéi oldhatatlan aggregatumokat tartottak felelésnek a
toxikus funkcioért, azonban egy ujabb szemlélet fOképp a koztes termékeknek, az
oligomereknek tulajdonitja ezt a szerepet. Egyes elméletek még az neurofibrillaris kotegek
neurodegeneracidoval szembeni védd szerepét is feltételezik [ CITATION Cowl13 \l 1038 ],
ugyanis beszamoltak tobb esetr6l, amikor nem volt észlelhetd nagymértéki
filamentumképzddés, de megjelentek a neurodegeneraciora jellemzo tiinetek [ CITATION
Wil00 \l 1038 \m Wit01].

Az hogy milyen hatasok valtjdk ki az aggregaciot még nem teljesen tisztazott. A
filamentumok képzddését altalaban megeldzi a Tau hiperfoszforilacioja [ CITATION Nob13 \l
1038 ], amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a foszforilacid hajlamositja a fehérjét az
aggregaciora. Ezt az elképzelést tamasztja ala, hogy tobb, Tau foszforilalasban szerepet jatszo
kindz overexpresszidja, példaul a glikogén-szintdz-kinaz-3 (GSK-3) vagy a ciklin-fliggd kinaz
5 (CDKY5), eldsegiti a pTau képzddését és felhalmozodasat [ CITATION Jac02 \l 1038 \m
Nob03]. Tovabba foszfatazok gatlasa, példaul a protein foszfataz 2A (PP2A) inhibicio is
el6idéz neurodegeneraciot [ CITATION Wanl5 \I 1038 ]. Ugyanakkor beszamoltak a Tau
foszforilacid aggregaciot gatld hatasardl is [ CITATION Sch99 \l 1038 ]. Az ellentmondas
feloldhatod, ugyanis a Tau fehérjén 85 foszforilacios hely talalhatd, igy lehetséges, hogy
bizonyos kotohelyek eldsegitik, masok gatoljak az aggregaciot [ CITATION Nob13 \1 1038 ].

A foszforilacié mellett mas fehérjeszerkezeti modositasokrol is beszamoltak, melyek
kozrejatszhatnak a neurodegenerativ folyamat 1étrehozésaban, vagy lassitasaban [ CITATION
Marll \ 1038 ]. A Tau glikozilacioja sordn oligoszacharidok kotddnek a fehérje
oldallancaihoz. A kotédésnek megfeleléen N- és O-glikozilaciot kiillonboztetnek meg. EIGbbi
esetben a fehérje aszparagin oldallancainak nitrogénjéhez, utobbi esetben szerin vagy threonin
oldallancok hidroxil csoportjahoz kotédik a cukor. Az abnormalis glikozilacié fokozhatja a

Tau foszforilaciot, €s igy a neurodegeneraciot [ CITATION Liu02 \I 1038 ], de ravilagitottak
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mar a folyamat fehérjeaggregéciot lassitdo szerepére is [ CITATION Yuzl4 \l 1038 ].
Osszefiiggés lehet a Tau oxidacid és a paros helikélis filamentumok Iétrejotte kdzott
[ CITATION Zhal3 \l 1038 ]. Oxidativ stresszben a fehérjén beliili diszulfidhidak johetnek
1étre és ez filamentum képzddést okoz [ CITATION Sch95 \l 1038 ]. Ugyanakkor huméan Tau
P301L mutans egerekben (ahol olyan fehérjét fejeztettek ki, melyen a 301-es pozicidban 1évo
prolin leucinra cserélték) karosodast fedeztek fel a mitokondrialis elektron-transzportlancban
¢s emelkedett superoxid-anion és peroxid koncentracidt tapasztaltak, igy valdszinisithetd,
hogy a patologids Tau karositja a mitokondriumokat és ez vezet oxidativ stresszhez.
[ CITATION Dav05 \l 1038 ]. Tovabbi poszt-transzlaciés modositasok, mint calpain és a
kaszpaz-3 enzimek hasitasa [ CITATION Ferll \l 1038 ], a nitracié [ CITATION Zha05 \I
1038 ] vagy glikacio [ CITATION LiX12 \I 1038 ] serkentd hatassal vannak a filamentumok
képzésére. Vélhetden ezek a folyamatok egylittesen, és egymadsra hatva jarulnak hozzéd a
patologias allapot kialakuldsdhoz, viszont ezek az interakciok még mindig elég rosszul
feltérképezettek.

Mutaciok a MAPT génben szintén kedvezhetnek a neurodegeneracios folyamatoknak
[ CITATION Alo04 \I 1038 ]. Ezeket a mutaciokat dsszefoglalva 17. kromoszémahoz kotott,
parkinson-szeri frontotempolaris demencidknak (Frontotemporal dementia with Parkinsonism
linked to chromosome 17, FTDP-17) nevezik. Két tipusba sorolhatok az FTDP-17-et okoz6
mutaciok attél fliggben, hogy pre-mRNS vagy fehérje szintjén fejtik ki hatdsukat. A
pre-mRNS alternativ splicingjanak megvaltoztatdsa hatassal van a fiziologias 3R-4R
izoformdk ardnyéara, aminek felborulasa okozhatja a neurodegeneracié kialakuldsat
[ CITATION Goe05 \l 1038 ]. Egyes mutaciok eldsegithetik, jelentdsen felgyorsithatjak az
aggregalodasi folyamatot. Ilyen a mar emlitett Tau(P301L) jelii aminosavcserés mutacio.

Mindezek alapjan lathato, hogy a Tau-indukalt neurodegeneracio igen Osszetett folyamat.

Szadmos hozzdjaruld eseményrdl szadmoltak be ¢és bar nagy mennyiségli tudéas all

crer

1.1.2. A Tau mint terapias célpont

Az egyre novekvd ismereteink a Tau fehérje neurodegenerativ betegségekben valod
szerepérdl egy 1) lehetdséget kindlnak a gyogyszerkutatas terén. A toxikus €s funkcidoveszéses
Tau véltozatok képzddését gatld, és a fehérje normadl funkcidjat megdérzd hatékony terapids

szerek kifejlesztésével kezelhetdve, vagy akar gydgyithatova valhatnak a taupatidk, koztik az



Alzheimer-kor is. Az Alzheimer-korral kapcsolatos vizsgalatok az elmult két évtizedben az
amiloid-p elméleten alapulva folytak. A tervezett vegyiiletek kitizott céljai az APP termelés
befolyésolasa, amiloid-f aggregacid gatlasa illetve annak eltavolitasa voltak. Azonban ezek a
kutatasok nem hoztak attord sikert a gydgyaszat terén [ CITATION Wis14 \ 1038 ].

A Tau befolyasolasara tobb lehetdség all rendelkezésre. Mivel a fehérje hiperfoszforilacioja
valoszintsithetden kozrejatszik a korképek kialakuldsaval, praktikusnak tlinhet a foszforilacio
gatlasa. Ez Tau kindzok gatlasaval vagy foszfatazok aktivalasaval is megvaldsithato. Amde
ezen enzimeknek a Taun kiviil mas szubsztratjai is lehetnek, igy hatékony, specifikus és
biztonsagos gyogyszerek felfedezése nehéz feladat [ CITATION Spil3 \l 1038 ], habar litium
sokkal valo GSK3B gitlo kezelés esetében szdmoltak be pozitiv eredményekrdl [ CITATION
For11\1 1038 ].

A gyogyhatast vegyliletek ezen kiviil célozhatjak kozvetleniil magét a Taut is. Kotddve a

fehérjéhez, stabilizaljak annak szerkezetét, gatolva ezaltal azaggregéciot.
1.2. A Drosophila melanogaster

Az ecetmuslicat (Drosophila melanogaster) mar tobb mint egy évszdzada alkalmazzak
bioldgiai kutatasokban. Kis helyigényének koszonhetéen egy laborban tobb szaz vonal
eltarthat6, valamint fenntartasa olcso, ¢s nem igényel kiilonleges banasmoédot. Fontos eldnye,
jol feltérképezett genetikdja, anatomiaja és egyedfejlodése. A muslica négy kromoszéman
koriilbeliil 13600 gént hordoz. Ezen gének nagy része homolog emberi génekkel, igy human
vonatkozasu kisérletek végezhetdk a muslicakon. Génjeik manipulacioja a rendelkezésiinkre
allo technikakkal konnyen végezhetd ¢és jol lathatdé markerek segitségével a vizsgalt
transzgének egyszerlien nyomon kovethetdek a leszarmazott vonalakon [ CITATION Hir10 \I
1038 1.

A Drosophila harom par autoszomalis €és egy par ivari kromoszémaval rendelkezik. Az
ivari kromoszomak koziil az X mindkét nemben, az Y csak himekben fordul eld, azonban
ivaruk csak az X kromoszoma mennyiségétdl fiigg. Ennek megfeleléen a ndstények XX, a
himek XY kromoszémakkal rendelkeznek, de X0 genotipusu egyedek is himek lesznek, ezek
azonban nem fertilisek.

A muslicédkban talalhatok ugynevezett balanszer-kromoszémak. Ezeken a kromoszoémékon
inverzidk ¢és transzlokéciok talalhatok, melyek jelendsége, hogy csokkentik a crossing over

gyakorisagat. Ha mégis megtorténne az atkeresztezddés, a létrejott egyedek életképtelenek



lesznek. Igy tiszta genetikai vonalak tarthatok fenn és — mivel az életmiikodésiikhoz
sziikséges géneket megtalaljuk ezeken a balanszereken — a letalis mutacidk is fenntarthatoak
veliik heterozigota formaban. Fontos ismerterdjegye a balanszereknek, hogy konnyen
azonosithaté domindns markerek is talalhatoak rajtuk, amelyek a genotipus meghatarozasban
jelentds szerepet jatszanak.

A markerek makroszkopikus elvéaltozast okoznak a muslicdkban, amelyekkel a
muslicakban 1évé mutaciok jelenlétét vagy hianyat ellendérzik. A legyek tobb szerveének
mutacidja felhasznalhato erre a célra, koztiikk a szem alakja és szine, a test alakja és szine, a
szarny alakja vagy testen 1év0 szOrok hossza €s szama.

A Drosophila melanogaster teljes atalakulassal fejlodik. A petékbdl egy nap elteltével kikel
a larva, mely allapot négy napig tart, €s harom stadiumra oszthaté a larva vedléseinek
megfelelden, (jelolésiik L1, L2 és L3). Az L3 stddium végén az allat bebabozddik és négy nap

elteltével kikel az imag6 (3. abra).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 nap
‘ L1 L2 L3
taplalkozo  vandorlo -
NOVEKEDES METAMORFOZIS -
embrid larva elébab bab farat imago
adult

3. abra A Drosophila egyedfejlédése. Az ecetmuslica a petébdl valo kikelés kovetden négy
napig larva allapotban van. Larva allapotban harom stadiumot kiilonbéztetiink meg (L1, L2,
L3). Az L3 stadium végén az allat bebabozddik, és négy nap utan kel ki az imagé. (Nagy
Péter abraja nyoman)

Kisérleteink egy részét a Drosophila Osszetett szemén végeztiik, mely mai ismereteink
szerint egy kép- és alaklatasra is képes szerv. Felépitd egységei az ommatidiumok. Az
ommatidiumokban — tobbek kozott — taldlhato nyolc fotoreceptor sejt, azonban
keresztmetszeti képen mindig csak hét lathatd, mert a hetedik és nyolcadik sejtek kisebbek,
egymas alatt helyezkednek el. A hat nagyobb fotoreceptor sejt a fényérzékenységet biztositja,
az maradék kettd az szinlatasban és latasélességben jatszik szerepet. A fotoreceptor sejtekben
talalhatok a rodopszin tartalma rhabdomerek, melyeknek az ingeriilet atvitele a feladatuk (4.

abra) [ CITATION L6r15 \l 1038 ]. Egy ommatidiumot szigeteld pigmentsejtek vesznek koriil,
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melyek megakadalyozzak, hogy a nem megfeleld szogben érkezd fény eljusson a
fényerzékeny receptorsejtekig. Ezek a pigmentek vad-tipust allatokban piros szinliek, ezek
adjak a szem szinét.

A Drosophilaval valo kisérletezéshez sok géntechnologiai eszkoz all a kutatok
rendelkezésére. Transzgenikus allatok létrehozasara hasznaljak példéul a P-elemnek nevezett
transzpozon (5. abra). Ez egy mobilis genetikai elem, melyen két forditott ismétlddés,
ugynevezett inverted repeat (IR) kozrefogja a transzpozaz enzim génjét. Az enzim felelds az
elem mobilitasaért, az IR szekvencidkat felismerve képes beépiilni a genomba, vagy
kivagddni abbol. A transzpozaz maés génre kicserélésével lehetdség nyilik transzgének bevitele
a muslicdkba. A modositott P-elem transzpozaz hianyaban nem képes beépiilni a genomba. Ha
ez a P-elem egy masik mozgasra képtelen, &m transzpozazt kifejezé elemmel egyszerre van

jelen, akkor be tud épiilni a transzgén a genomba.
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4. abra A vad-tipust Drosophila szem félvékony metszetei festetleniil (A) és toluidinkékkel
festve (B). Az ommatidiumok jol elkiilonithet6en, rendezett mintazatban helyezkednek el
egymas mellett (kor jelzi egy ommatidium hatérat). A kiilsd résziikon piros szinii pigmentek
talalhatok, melyek, kékre festddnek toluidinkék hatasara. Beljebb a fotoreceptor sejtek
taladlhatok, melyekben toulidinkék festéssel jobban lathatova valnak a rhabdomerek (Ldrincz
¢s mtsai nyoman) [ CITATION Lor15\1 1038 ].

Egy masik gyakran hasznélt genetikai eszkoz az éleszté eredetli UAS-Gal4 rendszer (6.
abra). A Gal4 (galaktoz-reszponziv transzkripcios faktor GAL4) fehérje az UAS (upstream

aktivalo szekvencia) szekvencidhoz kotve elinditja a mogotte 1€vo gén atirasat. A Gal4 gén elé
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tetszOleges promoter helyezhetd, amellyel elérhetd a Gal4 fehérje szovetspecifikus kifejezése
[ CITATION Gisl2 \I 1038 ]. Az UAS mogé pedig tetszéleges gént illeszthetiink. Az UAS
szekvenciarol azonban Gal4 jelenléte nélkiil nem késziil termék. A rendszer nagy elonye,
hogy — mivel élesztd specifikus — a muslicdban nem zavar meg semmilyen folyamatot. Masik
fontos tulajdonsaga, hogy a kétlépcsds expresszio révén szamtalan kombinacids lehetdség all
rendelkezésiinkre (barmilyen UAS vonalat kombindlhatunk barmilyen Gal4 promoterrel). A
Gal4 és az UAS szekvencia kiilon torzsekben is fenntarthato, ekkor mivel — a rendszernek
csak egyik résztvevéje van jelen a genomban — nem termelddik transzgén. Ennek
koszonhetden akéar olyan gének is klonozhatok az UAS szekvencia mogé, amelyek
kifejezddve jelentds karosodasokat okoznak a Drosophilakban. A két torzs keresztezésével
azonban létrehozhatd a transzgént kifejez0 vonal. Mi vizsgalatainkban dopaminerg
neuronokra (TH-Gal4, tirozin-hidroxilaz-Gal4), és motoneuronokra specifikus (OK6-Gal4)

promotert alkalmaztunk.

Teljes P-elem

Génbevitel a P-elemmel

Ugrasra képtelen P-elem

e

Hibas veg IR-ek

P-vektor

TN Inszertalt DNS  P-clormben

5. abra A P-elem szerkezete. A transzpozaz gént kozrefogja két forditott ismétléddés (IR),
amelyeket a gén terméke képes felismerni, és kivagddni vagy beilleszkedi az IR-ek kozé.
Génbevitelkor a transzpozaz helyére transzgént helyezve, és mobilitasra képtelen, de
transzpozazt tartalmazé P-elemmel vald egyiittes bejuttatassal 1étrehozhatok transzgénikus
allatok. [Az abrat, internetes forrasa alapjan (http://www.discoveryandinnovation.com/)
Karpati Manuéla készitette)
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6. abra A UAS-Gal4 rendszer mitkddése. Egy tetszéleges endogén promoter mogeé helyezett
Gal4 gén fehérjeterméke az UAS szekvenciahoz kétddve képes beinditani az attol
downstream 1év gén transzkripciojat (Priifing és mtsai nyoman) [ CITATION Prii13 \I 1038 ]

1.2.1. A Drosophila és a neurodegenerativ betegségek

Humén neurodegenerativ betegségek modellezése az ecetmuslicdban elsd halldsra merész
elképzelésnek tlinhet A muslicaban tobb, a demencidkkal Osszefliggésbe hozhaté gén
homologja megtaldlhatod, koztiik a Taunak megfeleld is (dTau). A dTau a human Tauval
ellentétben 6t mikrotubulus-kotohellyel rendelkezik, és hianyzik beldle a 29 aminosav hossza
N-terminalis szakasz. A két Tau azonos helyre kot a mikrotubulusokon, bar a hTau kdtddése
elég gyenge és leginkabb a citoplazmaban szabad szolubilis foszforilalt formaban van jelen
[ CITATION FeulO \l 1038 ]. A homozigoéta dTau null-mutans muslicak ¢életképesek és nem
mutatnak morfologiai vagy viselkedésbeli elvaltozast [ CITATION Doe03 \l 1038 ]. Ennek
oka valdszintileg mas mikrotubulus-kotd fehérjékkel vald redundancia, mint a Futsch, amely a
human MAPI1B (Mikrotubulus-asszocialt fehérje 1B) Drosophila homolégja [ CITATION
Gis12 \l 1038 ]. Habar dTauval is folynak vizsgalatok, gyakoribb, hogy a kutatdsok soran a
humén Tau fehérjét kifejezé transzgenikus muslicikat hasznalnak. Erdekes médon az igy
kifejeztetett human fehérje képes az aggregacidora és a taupatidkhoz nagyon hasonld
tiinetegylittest alakit ki a muslicdkban [ CITATION Che07 \l 1038 ].

A Drosophila idegrendszere elég fejlett ahhoz, hogy kognitiv és motoros funkciokat,
tanulasi képességeket, illetve viselkedési mintazatokat vizsgélhassunk rajtuk [ CITATION
Hir10\l1 1038 \m Prii13]. A Tau taltermeltetésével, hasonléan a human tiinetekhez, ezekben a
jellemzékben romléas észlelhetd. Mudher és mtsai kisérletében a ON3R hTau izoformat
motoneuronokban expresszalod larvak jelentésen hosszabb 1dd alatt tették meg ugyanazt a
tavolsagot a kontroll allatokhoz képest [ CITATION Mud04 \l 1038 ]. Mershin és mtsai
gombatest neuronokban fejeztették ki a hTaut és az allatok tanulasi képessége €s a memoridja
jelentésen romlott [ CITATION Merl5 \1 1038 ].

Legalabb 37 Tau transzgén létezik [ CITATION Gis12 \l 1038 ]. Ezek kozott talalhato
humén, Drosophila és szarvasmarha eredeti [ CITATION Ito97 \l 1038 ], melyekkel
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létrehoztak vad-tipusu és mutans Drosophila Tau modelleket. Leggyakrabban UAS promoter
moge illesztik a Tau gént, de van példa mas promoterek, példaul szemspecifikus GMR driver

mogé klonozasra is.
2. Célkituzések

Els6 1épében konnyen  vizsgalhatdo, egyszeri ¢és  szemléletes Drosophila
neurodegenerativ-betegség modell rendszert szerettiink volna létrehozni. Ehhez kiilonb6zd
sejttipusokban human Tau fehérjét fejeztettiink ki az allatokban. A modellek felallitasa és
tesztelése utan szerettilk volna a csoportunk altal létrehozott kismolekulaja vegyiiletekkel
(582140, 582451) kezelni az 4allatokat és bemutatni, hogy az alkalmazott kezelések

javitanak-e a muslicak életmindségén.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Alkalmazott Drosophila torzsek és fenntartasuk

A torzseket 25 °C-on, 60%-0s paratartalom mellett vattadugdval lezart csévekben, €lesztot,
agart ¢és kukoricalisztet tartalmazd taptalajon tartottuk 12-12 dras vildgos €s sotét periddusok
valtakozasaval.

A taptalaj elkészitése: mérlegen kimértiink 16 g agar port és 150 g szarazkeveréket, ami
480 g kukoricalisztet, 234 g gliikozt és 4 g CaCl,-ot tartalmazott. Erre raontottiink 3 dl vizet,
csomomentesre kevertiik és allni hagytuk fél orat. Az id6 letelte utan 39 g élesztdt adtunk a
keverékhez és ismét csomOmentesre kevertiik. Ezutdn kiegészitettiik 1,5 1-re forrdsban 1évo
viz hozzaontésével, kozben keverve, iligyelve arra, hogy csomomentes legyen. Ezutan ismét
felforraltuk a keveréket, majd hagytuk 60 °C-ra lehtilni, iddnként megkeverve. Utana 15 ml
nipagint és 2,55 ml fenil-fenolt adtunk hozza, majd alaposan elkevertiik és livegcsdvekbe
ontottiik. Az maszoteszthez és szem fenotipus vizsgalathoz sziikséges taptalajokhoz az
ontéssel egyidejlileg hozzaadtuk az alkoholt és a vegyiileteket.

Alkalmazott térzsek: A vonalak a Bloomington Drosophila Stock Centerbdl (BDRC)

szdrmaznak, kivéve az OK6-Gal4 torzs, amelyet Stephan Sirgist, a Berlini Szabadegyetem
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munkatarsa bocsatott rendelkezéslinkre. Canton S-t (BDRC Azonosité: 1) vad-tipusu
kontrollként alkalmaztuk, UAS-hTau62 (tovéabbiakban Tau62, BDRC azonosito: 51362)-t és
UAS-hTau63 (tovabbiakban Tau63, BDRC azonositd: 51363)-t Tau overexpressziora
hasznaltuk az élethossz és maszoteszt kisérletekben. Az UAS-hTau62 a masodik, az
UAS-hTau63 torzs a harmadik kromoszéman hordozza a human 2N4R Tau izoformat teljes
hosszisagaban. GMR-hTau"™""* (tovabbiakban Tau™"'“, BDRC azonositd: 51377) a mutans
P301L Tau gén hordozza, szem specifikus GMR (glass multiple reporter) driverrel meghajtva.
Ezt a torzset szem fenotipus vizsgalatokhoz hasznaltuk. TH-Gal4 (BDRC azonosito: 8848)
dopaminerg neuron specifikus drivert alkalmaztunk az élethossz vizsgalatokhoz, OK6-Gal4

motoneuron specifikus drivert a maszotesztekhez.
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3.2. Alkalmazott vegyiuletek

A maszotesztekben és a szem fenotipus kisérletben a kutatocsoportunk altal kifejlesztett,
kismolekulaju Tau aggregaciot gatld vegyiileteket alkalmaztunk, melyek kodjai 582140 és
582451. A molekuldk a Tau fehérjéhez kotddnek és stabilizaljak annak szerkezetét. A
vegyliletekbdl eldszor 9 mM toménységli etanolos torzsoldatot készitettiink, melyeket a
kisérleteknél megadott koncentracioban higitottuk. A kisérletekben a kontroll csoportokhoz

azonos térfogatl alkohol oldatot mértiink.
3.3. Elethossz vizsgalat

Parkinson-kérban a dopaminerg neuronok pusztulasa figyelhetd meg, igy a dopaminerg
idegsejtekre specifikus TH-Gal4 drivert hordozé torzzsel kereszteztiink Canton S, Tau62 ¢€s
Tau63 muslicakat. A keresztezések: TH-Gal4 him x Canton S ndstény, Canton S him x Tau62
néstény, TH-Gal4 him x Tau62 ndstény, Canton S him x Tau63 ndstény, TH-Gal4 him x
Tau63 ndstény. A keresztezésbol szarmazd himeket normal taptalajon tartottuk és kétnaponta
megszamoltuk az ¢él6 muslicdk szamat. Az adatok elemzéséhez Kaplan-Meier-féle talélési

analizist alkalmaztunk.
3.4. Larva maszotesztek

A maszotesztekhez motoneuron specifikus OK6-Gal4 drivert hordozé himeket
kereszteziink Canton S, Tau62 és Tau63 ndstényekkel. A keresztezéseket fél napig petéztettiik
vegyiiletet tartalmazo taptalajra. Ezeket a csoveket az alabbi modon készitettiik: 2 ml tdphoz
azonos térfogatban kevertiink alkoholt, 582140-et vagy 582451-et. A vegyiileteket a
torzsoldatbol szazszorosukra higitottuk, igy a végkoncentracidja a csovekben 90 uM volt.. Fél
nap eltelte utan a sziiloket eltavolitottuk a csovekbdl. Harom nap mulva L3 stddiumu larvakat
egy bromfenolkékkel festett, 3% agart tartalmaz6 lemezre helyeztiik, amelyet egy 5x5 mm-es
négyzetracsos lapra tettiink, hogy mérheté legyen a megtett tavolsdg (7. 4bra). Otds
csoportokban 3x1 percig maszattuk a larvéakat, genotipusonként 6sszesen tizenotot. A maszast

Samsung ST500 digitalis kameraval rogzitettiik.
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Az adatokat SPSS Statistics programmal dolgoztuk fel. Az adatok normalitasat vizsgaltuk
Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk teszttel, valamint normalis eloszlas esetén Student-féle
t-probaval hasonlitottuk Gssze a csoportokat, nem normadlis eloszlas esetén Mann-Whitney

u-probat alkalmaztunk. Szignifikancia szint: p<0,05.

7. abra A larva maszoteszt kivitelezésére alkalmazott eszkoz. Egy Petri csészébe
bromfenolkékkel festett 3%-o0s agar oldatot 6ntottiink és hagytuk megszilardulni. A larvakat
0tos csoportokban a lemez kdzepére helyeztiik €s egy percig maszattuk oket.

3.5. Szem fenotipus vizsgalat

A szem specifikus GMR driver mogott 1évé P301L mutans Tau transzgén ugynevezett
rougth eye fenotipust eredményez a muslicdkban. Ezt kihasznalva szem fenotipus vizsgalatot
végeztiink Tau™"'" allatokon. A muslicak taptalajahoz azonos térfogatban alkoholt, 582140
vagy 582451 vegyiiletet adtunk. A taptalajokban a vegyliletek koncetracioja 90 uM volt. Az
adult legyek babbol vald kikelése utan megvizsgaltuk, hogy a vegyiiletes kezelés hatasara
visszanyerték-e a muslicdk legalabb részben a vad-tipust szem fenotipust. A legyek fejét
beagyaztuk ¢s félvékony metszeteket készitettiink beldliik, amelyeket toluidinkékkel
festettiink, majd fénymikroszkopos modszerrel elemeztikk az ommatidiumokban talalhatd

rhabdomereket.
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A beagyazas mente: A szem szerkezetének vizsgalata céljabol a legyek fejét bedgyaztuk . A
fixalast 80% etanolt, 4% formaldehidet, 5% ecetsavat és 1% glutaraldehidet tartalmazo
oldatot hasznaltunk. Ezt egy felszallo alkoholsorral végzett viztelenitd 1épés kovette, amely
abszolut etanollal végzddott. Ezt kdvetden az oldatot alkohol €s xylol 1:1 aranya keverékére
cser¢ltiik. Az alkohol-xylol keveréket eltavolitottuk, és xylol és paraplaszt 1:1 ardnya
keverékét adtuk hozza, majd egy éjszakan at 42°C-on inkubaltuk kevertetéssel, majd tiszta
paraplasztba helyeztilk a mintdkat és 56°C-on tartottuk Oket. A paraplasztot egyszer
lecseréltiik a nap folyaman. Masnap jeges flirdében lehiitottiik a mintdkat. A kovetkezd
lépésben  félvékony metszeteket készitettiink Reichert-Jung Ultracut E  tipusu
ultramikrotommal. A mintdkat Axiocam ICcl kameraval felszerelt Zeiss Axio Imager Z1
tipusu mikroszkoppal vizsgaltuk.

A vegyiiletek hatdsossdganak vizsgalatara Osszehasonlitottuk az ommatidiumokban a
rhabdomerek mennyiségét a kezelt és kezeletlen legyek kozott. Az adatok kiértékelésére

Mann-Whitney u-probat alkalmaztunk, szignifikancia szint: p<0,05.

4. Eredmények

Vizsgalataink célja egy megbizhatdé Drosophila neurodegenerativ. modell rendszer
létrehozéasa volt, amelyeket élethossz vizsgalattal, larva maszoteszttel és szem fenotipus

vizsgalattal teszteltiik.

4.1. Elethosszvizsgalat

Mivel a Parkinson-kor velejardja a dopaminerg neuronok pusztuldsa, a TH-Gal4 driver
segitségével a Drosophildk dopaminerg neuronjaiban kifejeztettiik a teljes hosszdésagu human
2N4R Tau izoformat. Az Anyagok és Modszerek cimii fejezetben leirt modon a dopaminerg
driver mell¢é kétféle UAS-Tau transzgént kereszteztiink, a Tau62 és Tau63 jelit. Tobb mint 60
napig vizsgaltuk az allatok életképességeit. (8-9. abra) Eredményeink alapjan megallapithato,
hogy a TH-Gal4xTau62 ¢és a TH-Gal4xTau63 genotipusti egyedek ¢€lethossza szignifikansan
(p<0,00000) lerovidiilt a két kontrollhoz képest. A TH-Gal4 drivert kifejez6 kontroll nagyobb
halandosagot mutatott, igy elmondhatjuk, hogy a TH-Gal4 6nmagéiban is valamennyire
negativ befolyassal van az élethosszra. A tulélési adatok felhasznaldsaval Kaplan-Meier

¢lethosszgorbéket készitettiik, ezt a 8. és 9. abran dbrazoltuk. A Tau fehérjét kifejezd torzsek
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¢lethosszesokkenését vélhetden a Tau aggregalodas okozta idegsejtkdrosodas vagy pusztulés
okozta. Erdekes, hogy a Tau62-t kifejezd éallatok esetén az idé elérehaladtival nétt a
haldlozasi események szama, ami esetleg a neurodegenerativ folyamat progressziojaval
magyarazhatd, azonban a Tau63-t kifejez6 muslicakban ez nem figyelhetd meg. A kiilonbség

tovabba a kiilonb6z6 kromoszémakon valé elhelyezkedésnek is tulajdonithato.
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8. abra A Canton S, TH-Gal4 és Tau62 keresztezések €lethosszgorbéi. A vizszintes tengelyen
a vizsgalat kezd6pontjatol szamitott napok lathatok, a fiiggdleges tengely a muslicak kezdeti
mennyiségéhez viszonyitott aktudlis életben 1€évd legyek aranyat mutatja A Tau transzgént
kifejez6 allatok esetében szignifikans csokkenés volt tapasztalhato az életidében. (p<0,00000)
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Tilélési gorbe Tau63
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9. abra A Canton S, TH-Gal4 és Tau63 keresztezések ¢lethosszgorbéi.. A vizszintes tengelyen
a vizsgalat kezddpontjatol szamitott napok lathatok, a fiiggdleges tengely a muslicak kezdeti
mennyiségéhez viszonyitott aktualis életben 1évo legyek aranyat mutatja. A Tau63 transzgént

kifejez6 allatok szintén szignifikdns csokkenést mutattak a kontrollhoz képest (p<0,00000)

4.2. A moteoneuronjaikban Tau fehérjét kifejezo larvak

vizsgalata

A Tau fehérje motoneuronokban valo taltermeltetésével a motoros funkciok romlasat
modelleztiik, mivel a neurodegenerativ betegségek masik jellemzo tiinete a finommechanikus
mozgasok romldsa, kézremegés, sulyosabb esetben akar akaratlan mozgasok vagy teljes
mozgasképtelenség megjelenése. Ezért a rendelkezésiinkre allo Tau62 és Tau63 transzgéneket
a motoneuronokban kifejez6 OK6-Gal4 torzzsel kereszteztik. Az Anyagok és modszerek
fejezetben leirtaknak megfeleléen az L3 stadiumt larvdkon maszotesztet végeztink. A
larvakat egy bromfenolkékkel festett agarlemezre helyeztiink és mértiik mekkora tavolsagot
tesznek meg egy perc alatt. Szignifkans kiilonbséget tapasztaltunk mind az OK6-Gal4xTau62
(p<0,00007) ¢és az OK6-Gal4xTau63 (p<0,00002) allatok esetén a larvdk maszasi
sebességében a kontrollhoz képest (10. abra)

20



4.2.1. A vegyiiletekkel valo kezelés hatasai a motoros
funkciokra

Az el6z0 bekezdésben leirt larvakat 90 uM 582140 vagy 90 uM 582451 koncentracioju
vegyliletet tartalmazo taptalajon tartottuk. Az OK6-Gal4xTau62 muslicak esetében mindkét
vegyiilettel vald kezelés hatdsara szignifikdns javulads volt tapasztalhato (582140: p< 0,006,
582451: p<0,003), a kisérlet tobbszori megismétlésére is. Ebben az esetben az allatok motoros
képességei javultak, az egy perces idOtartam alatt sok esetben a vad-tipust kontrollokéval
megegyez0 motilitast tapasztaltunk. Ezt a javuldst az OK6-Gal4xTau63 legyek esetében nem
tapasztaltuk, de ennek oka lehet az is, hogy ezt a kisérletet eddig egyetlen alkalommal
végeztiik el. A két Tau torzzsel végzett larva maszotesztek eredményei az 10. dbran és dbran

lathatoak.

A OK6-Gal4xTau62 larva maszoteszt
110 = |“—*!
100 T e 2E 1
o0 = r 1

50 o
40 o
30 o

20 =
10 =

80 o
70 o -
60 l

Maszasi sebesség (mm/min)

OK6xCantons; EEOH OKBExTau62; EtOH OKExTaub2; OKExTaub2;
582140/90um 582451/90um
B OK6-Gal4xTau63 larva maszoteszt
120 o —

110 «

100 =
S0 =
B0 =
70 o
60 o I
50 o

40
30 o
20 o
10 o

Maszasi sebesség (mm,/min)

OK6xCanton 5; EtOH OKBExTaub3; EEOH OKBExTaug3; OKBExTaub3;
582451,/90uM 582140,/90uM

10. abra Az OK6-Gal4-gyel keresztezett Tau62/Tau63 larvak maszotesztjeinek eredményei.
Az OK6-Gal4xTau62 larvak szignifikans eltérést mutattak a kontroll allatokhoz képest
(p<0,00007). A vegyiiletes kezelések hatasara szignifikdns javulas volt tapasztalhato a

motoros funkcidkban(582140: p< 0,006, 582451: p<0,003) (A). OK6-Gal4xTau63 larvak
szignifikans romlast mutattak a kontroll allatokhoz képest a motoros funkciokban

(p<0,00002). Ez esetben a vegyiiletes kezelések hatdsdra nem volt tapasztalhat6 javulas (B).
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4.3. Szem fenotipus vizsgalat

A human Tau fehérje P301L formdjat kifejeztettiik a muslicdkban szemspecifikus GMR
driver segitségével.

A GMR-Tau™"'* 4llatokban megjelent a durva felszin{i szem, azaz a rough eye fenotipus,
ami a Tau aggregacié miatt karositd hatdsokkal magyarazhatd. Ezt irodalmi adatok is
alatdmasztjak: a muslica szeme gyakori modellje a fehérjeaggregaciok vizsgalatanak. A rough
eye fenotipus a gyakorlatban azt jelenti, hogy a vad-tipusi muslicakkal dsszehasonlitva a

szemiik sotétebb lett, durva felszinii a facettdk szabalyos elrendezddése megsziint (11. abra).

Vad-tipus GMR-hTau(P301L

11. abra Vad-tipust és mutans szem fenotipusok. A vad-tipusu Canton S torzs szemén a
facettak egy rendezett mintdzatot mutatnak, az allatoknak Ggynevezett vadpiros szemsziniik
van (bal oldal). A hTau™"'" kifejez6dés a szemben rendezetlenséget valt ki, sdtétebb szini,
durva felszinii rough eye fenotipust eredményezve (jobb oldal)

4.3.1. A kezelések hatasai a szem fenotipusra

A vegyiiletes kezelés a szem fenotipusban nem okozott makroszkopikus valtozéast (12.
abra). Ennek oka valdsziniileg a tal aggressziv behatas, hiszen a Tau P301L mutans formaja
kiilondsen hajlamositja a fehérjét az aggregaciora. Ennek kovetkeztében a vegyliletek
valoszinlileg nem tudtdk a teljes aggregaciét megsziintetni, igy a rough eye feontipus

kialakult.
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12. 4bra A Tau™'"-et szemben kifejez6 muslicak nem mutattak makroszkopikusan észlelhetd
valtozast a fenotipusban sem 90 pM 582140-nel (A), sem 90 uM 582451-gyel (B) vald
kezelés hataséra.

Kivancsiak voltunk azonban, hogy a szem belsd, mikroszkopikus szerkezetére milyen
hatassal voltak a vegyiiletek. Félvékony metszeteket készitettiink a szemekr6l, hogy
meggy6zddjlink, arrdl, hogy az ommatidiumokban tapasztalhat6-e javulds. A metszeteket
megfestettiik toluidinkékkel és fénymikroszkoppal vizsgaltuk meg a mintdkat. Eldszor a
kontroll mutans 4allatokat vizsgaltuk. Szemiikben az ommatidiumokban nagymértékii
karosodas volt észlelhetd. Alakjuk és eloszlasuk szabalytalan volt és sok esetben 6sszendttek

(13. abra).

13. 4bra Toulidinkékkel festett félvékony metszet Tau™"'" expresszald muslicak szemébdl. A
mutans szemben nincs meg az ommatidiumok szabalyos elrendezddése, a retinula sejtek
Osszendttek és a rhabdomerek is véletlenszertien helyezkednek el az ommatidiumon beliil,
sokszor hétnél kevesebb lathato.
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Az ommatidiumokon belill a rhabdomerek elhelyezkedése sem kovette a vad-tipusnal
megszokott mintdzatot, szamuk 3 ¢és 7 kozott valtakozott, szemben a vad-tipusban
megfigyelhetd héttel (1asd 1.2. fejezet 4. abra).

A vegyiiletekkel valo kezelés hatdsdnak vizsgalatdhoz a rhabdomerek szamat vettiik alapul.
Az 582140-es vegyiilettel kezelt allatokrol késziilt metszetekben nem tapasztaltunk valtozast a
kontrollhoz képest, viszont a 582451-el kezelt legyek szemeirdl késziilt metszetekben jobban
elkiilonithetd ommatidiumok voltak lathatok, a rhabdomerek is rendezettebben helyezkedtek

el az ommatidiumokon beliil (14. abra).

14. abra 582451 kezelt allatok szemének félvékony metszete. Az ommatidiumok jobban
elkiilonithetdek és tobbiikben mind a hét rhabdomer megfigyelheto.

Megszamoltuk a rhabdomereket az ommatidiumokon beliil mindegyik kezelés esetében, és
Mann-Whitney u-probaval szignifikans javulast tapasztaltunk a rhabdomerek mennyiségében

az 582451 vegyiilettel kezelt csoport esetében a kontrollcsoporthoz képest. (p<0,03) (15. abra)

GMR-hTauf3t yegyiiletteszt

I |

Rhabdomerek atlagos mennyisége

(= w B om - ]
L L A A A L L '

GMR-TauP301L; EXOH GMR-TauP301L; 582451/90uM

15. abra Az etanollal kezelt és 90 uM 582451-gyel kezelt muslicak atlagos rhabdomer
szamaban szignifikans kiilonbséget talaltunk (p<0,03). A vegyiiletes kezelés vélhetden
csOkkentette a mutans Tau degenerativ hatasat.
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5. Diszkusszio

A Tau fehérje aggregacidja révén kozrejatszik sulyos neurodegenerativ korképek
kialakitasdban. Igy a fehérje és az aggregacios folyamat feltérképezése nélkiilozhetetlen a
betegségek jobb megismeréséhez ¢€s lehetséges terapias szerek kidolgozdsdhoz. Bar nem lehet
pontosan tudni, milyen hatasok inditjak el a Tau filamentumok képzddését, tobb hozzajaruld
folyamatr6l beszamoltak és ezzel lehetséges terapids célpontokat jeldltek meg [ CITATION

Med14\1 1038 ].
Munkank soran célunk el6szor egy jol karakterizalhatd Drosophila betegségmodell

felallitasa volt, mely tobb szempontbdl jarja korbe a neurodegenerativ betegségeket, illetve a
human megbetegedésekhez hasonld tiinetekkel vagy tiinetegyiittessel rendelkezik.
Valasztasunk azért esett az ecetmuslicara, mert — bar gerinctelen rovar — elég fejlett és
foképpen in vivo szervezet, melyen kognitiv és élethosszteszteket is végezhetliink és nem
utolsoésorban igen gyorsan lefuttathatdbak ezek a vizsgéalatok. Célunk mindezzel a
kutatdécsoportunk altal létrehozott €s in silico valamint in vitro moddszerekkel vizsgalt
kismolekulaju vegylileteinek tesztelése. Ezen vegyliletek olyan gyogyszerjelolt molekulak,

melyek a human Tau fehérjét kotik és ezzel remélhetdleg stabilizaljak, ezaltal gatoljak az

cyey

Elsd 1épésként a teljes hossziisdgi human Tau 2N4R izoformajat dopaminerg neuronokban
termeltettiik til a muslicdk agyaban, hasonléan a human Parkinson-korban megfeleld
korképnek. Azt tapasztaltuk, hogy ennek hatdsara a muslicak életideje jelentdsen lecsokkent.
Vélhetden az idegsejtekben megindult az aggregacio, ami a sejtek tomeges pusztuldsat vonta
maga utan. Ezt a tovabbiakban bizonyitani szeretnénk a sejtpusztuldst (apoptdzist) mutatd
markerekkel. Mivel ezek a neuronok Iétfontossagiiak a Drosophila életképességéhez,
nagymértékl karosodasuk vagy veszteségiik negativ hatdssal volt a muslicak élettartamara.
Tovabbi terveink kozott szerepel, hogy megvizsgaljuk, milyen hatdssal vannak az altalunk

vizsgalt vegyliletek a megfigyelt élethosszcsokkenésre, menekitik-e a fenotipust.
Szintén a human Tau (2N4R) fehérjét fejeztettiik ki a motoros idegsejtekben. A larvakban

taltermelt humén Tau nagymértékben karositotta az allatok mozgasat, vélhetden — az élethossz
tesztekkel Osszhangban — a fehérje aggregacio karosodast okozott az idegsejtekben, aminek
kovetkeztében romlott a mdaszoképesség. Mind a 582140, mind pedig a 582451 jeli
vegyllettel vald kezelés javitott az OK6-GaldxTau62 genotipust allatok teljesitoképességén.
Igy valosziniisithetd, hogy a vegyiiletek aggregaciot gatld hatasa révén a folyamat lelassult és

kevesebb toxikus forma képzddott. Tovabbi terveink kozott szerepel, hogy a motoros
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funkciokat vizsgald teszteket, illetve a vegyiiletek tesztelését feln6tt allatokon is elvégezziik.

Ezen kiviil szeretnénk a Tau63 larvakon végzett kisérletet megismételni.
Végiil Tau™""" mutans fehérjét fejeztettiink ki a muslicak szemében. Err6l a mutaciorol

ismert, hogy nagymértékben felerdsiti az aggregacios folyamatot. A Drosophildk szeme ennek
hatasara sotétvoros, rendezetlen és durva felszinli lett. A kezelés hatasara a szem kiilso
morfologiaja nem valtozott, valoszinlileg a mutacio agressziv volta miatt. Fénymikroszkopos
metszeteken azonban az 582451 vegyiilettel kezelt muslicdk szemének szerkezetében javulast
tapasztaltunk. Az 582140 szamu vegyiilettel nem kaptunk szignifikéns javulast, valdsziniileg a
kis elemszamu minta miatt. A jovOben tervezziik a kisérlet megismétlését és a vizsgalt allatok

szdmanak novelését.
A fenti eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sikeresen felallitottunk egy,

Tau-aggregacidt gatlo vegyiiletek tesztelésére szolgaldé modellrendszer. Ebben sikeriilt az
ecetmuslicaban tobb neurodegenerativ betegség tiineteit kivaltanunk a human fehérje
tultermelésével. Végiil a kutatdocsoportunk altal tervezett gyogyszerjelolt vegyiiletekbdl kettot
sikerililt a motoneuron és a szemfenotipus modelljeinken tesztelni. Ezen eredményeink igen
biztatoak, a vegyiiletek szignifikans javulast okoztak. Tovabbi terveink kozott szerepel a
humén Tau idegsejteken beliili lokalizdcidjanak vizsgalata, hogy milyen mértékben
aggregalodik az emberi fehérje a muslica idegsejtjeiben, valamint — a csoport tobbi részével

parhuzamosan — a vegyiiletek pontos hatasmechanizmusanak felderitése.

6. Osszefoglalas

Az emberi 17. kromoszoéman talalhatd6 MAPT gén altal termelt mikrotubulus-koté Tau
ellataisahoz. A Tau mikrotubulusokhoz valod kotodését foszforilaltsagi allapota révén
szabalyozza. A Tau-val kapcsolatba hozhatdé neurodegenerativ betegségeket Osszefoglald
néven taupatidknak nevezziik. Ezekben nagy mennyiségii hiperfoszforilalt Tau keletkezik, ami
levalik a mikrotubulusokrél és egyéb poszt-transzlacidos modositasokkal kardltve hozzajarul a

crer

karoshoz és az axonalis transzport sériiléséhez, végiil az idegsejtek pusztulasahoz vezet.
A taupatidk vizsgalatara kiilonb6z6 modellorganizmusokat hasznalnak, koztik a

Drosophilat, amely jol ismert genetikaja, kelloképp Osszetett idegrendszere €és egyéb elonyds
tulajdonsagai miatt egy kivald eszkdz a kutatok kezében a neurodegenerativ betegségekkel

kapcsolatos kutatasokhoz.
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Hatékony gydgyszerek a mai napig nem érhetdk el a betegségek kezelésére, azonban tobb
lehetséges terapias célpont ismert. A Tau aggregacidban szerepet jatszd folyamatok

megismerésével befolyasoldsaval lehetségessé valhat effektiv kezelések kidolgozasa.
Munkank sordn a taupatidk Drosophilan valdé modellezésére ¢s Tau aggregaciot gatlo

vegyiiletek in vivo hatékonysdganak megallapitasara tettiink kisérletet. Vizsgalatainkban
dopaminerg neuronokban, motoneurokban és a szem sejtjeiben fejeztettiik ki a human Tau
vad-tipusu vagy mutans izoforméjat. A dopaminerg neuronokban vald6 Tau expressziot
TH-Gal4 driver segitségével végeztiik. Ezen muslicak élethosszaban szignifikdns eltérést
tapasztaltunk a kontrollcsoportokhoz képest.. A motoneuronokba tultermeltetett Tau fehérje
jelentds csokkenést eredményezett a larvak maszoképességében. A vegyliletek hatasara
azonban a larvak egy csoportjanak motoros funkcioi szignifikans javuldst mutattak. Végiil Tau
tultermelés hatdsara kialakuld durva felszinii, rough eye fenotipust vizsgaltuk. A kezelések
hatdsara makroszkdpikus valtozast nem észleltiink a szemben, azonban fénymikroszkdpos
vizsgalataink javulast mutattak a 582451 vegyiilettel kezelt allatok szemének szerkezetében.
Eredményeink alapjan megéllapithatd a modellek alkalmassdga, hasonlésaga a humén
betegségekhez, valamint valdszinlisithetd a vegyliletek hatékonysdga a Tau aggregéaciod

gatlasaban.

7. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozom témavezetdmnek, Dr. Karpati Manuélanak, hogy megtanitotta a
kutatasban alkalmazott modszereket, atadta a kisérletek megértéséhez sziikséges tudasat,
tiirelemmel végigkisérte munkamat és nagymértékben hozzajarult annak elvégzéséhez.

Szeretném megkoszonni Dr. Téth Gergelynek, Dr. Juhasz Gébornak, és Dr. Low Péternek,
hogy lehetévé tették, hogy az MTA-TTK Neurodegenerativ Betegségek Gyogyszerkutatd
Csoportjanak €s a Juhasz Lab csapataval egyiittmiikddve részt vehessek a kutatasban.

Koszondom a Juhasz Lab asszisztensének, Palfia Saroltdnak a szem fenotipus
vizsgalatokban haszndlt mintdk bedgyazdsit, metszését, egyéb technikai segitségét ¢és
tandcsait, valamint Varga Katanak a muslicak boncolasanak megtanitasat.

Tovabba szeretném halamat kifejezni a Juhasz Lab dolgozdinak, Dr. Kovacs Attilanak, Dr.
Varga Agnesnek, Dr. Lippai Monikanak, Dr. Hegediis Krisztinanak, Dr. Nagy Péternek, Dr.
Takats Szabolcsnak és Dr. Lorincz Péternek, hogy hozzaértd tanédcsaikkal hozzajarultak a

munkam megfeleld elvégzéséhez.
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Ko6szondm a Neurodegenerativ Betegségek Gyodgyszerkutaté Csoport munkatarsainak, Dr.
Ioja Enikdnek, Dr. Kiss Robertnek, Dr. Czajlik Andrasnak, Dr. Keresztes Attilanak, Forizs
Balazsnak ¢s Toth Lillanak, hogy rendelkezésiinkre bocsatottdk a vegylileteket ¢és
figyelemmel kisérték a munkdm és megjegyzéseikkel igyekeztek megfeleld irdnyba terelni
azt.

Ko6szonom a Juhasz Lab hallgatdinak, Toth Saroltanak, Sandor Gyodngyvérnek, Kovacs
Lauranak, Csizmadia Tamdésnak, Jipa Andrasnak ¢és Boda Attildnak, hogy segitettek a
munkaban és baratsagos hangulatot teremtettek a laborban.

Koszonettel tartozom Dr. Stephan Sirgist kutatonak, hogy rendelkezésiinkre bocsatotta az
OK6-Gal4 torzset.

Végiil, de nem utolsdsorban kOszondm csaladomnak és barataimnak aggddasukat,

tdmogatasukat és biztatasukat.
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