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2. BEVEZETO

2.1. AZ UBIKVITINACIO MECHANIZMUSA ES SZEREPEI

Az ubikvitindcié soran egy fehérjére kovalens kotéssel egy ubikvitin molekula vagy tobb
ubikvitinbdl all6 poliubikvitin lanc kapcsolddik. Az ubikvitin egy 76 aminosavbol allo
polipeptid, amelynek termindlis glicin (G76) aminosava izopetid kotéssel kapcsolddhat a
szubsztrat fehérje egyik lizin aminosavahoz (Pickart, 1998). Ebben a folyamatban egy harom

komponensii enzimkaszkad vesz részt (1. abra).
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1. abra Az ubikvitinacié mechanizmusanak vézlata. Ub: ubiquitin; E1: ubiquitin-aktival6é enzim; E2:

ubiquitin-konjugald enzim; E3: ubiquitin-ligaz, Pr : célfehérje.

Az elsé 1épésben az ubikvitint az El, vagy ubikvitin-aktivalo enzim ATP és Mg
jelenlétében aktivalja. Ezt kdvetden az E2, ubikvitin-konjugdld enzim atveszi az ubikvitint,
tioészter kotést 1étesitve vele. A harmadik 1épésben az E3 ubikvitin-ligdz kolcsonhatasba 1ép
mind az aktivalt ubikvitin megkoté E2-vel, mind a szubsztrat fehérjével, katalizalja az
izopeptid kotés kialakuldsat a célfehérje valamely kitiintetett lizinjének e-aminocsoportja és
az ubikvitin C-termindlis Gly76 karboxil-csoportja kozott (Hochstrasser, 1996). Mivel ez
utoébbi enzim ismeri fel és koti meg a szubsztrat fehérjéket ez hatdrozza meg a folyamat
specifitasat. A reakcidsor tobbszori ismétlodésével alakul ki a poli-ubikvitin lanc. A poli-
ubikvitin lancban az elsé ubikvitin lizin aminosava és a kovetkezd ubikvitin C-termindlis

glicin aminosava kozott alakul ki az izopeptid kotés. A K48 lizinen keresztiil kapcsolodo poli-



ubikvitin lanc a célfehérjét a 26S proteaszoma altali lebontasra itéli. A K63 tipusu ubikvitin

lanc a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kialakitasaban jatszik szerepet.

Ha a szubsztrat fehérje enzimaktivitassal rendelkezik akkor annak egyet ubikvitin
molekulaval torténd megjeldlése (mono-ubikvitindcidja) olyan konformacidé valtozasokat

idézhet eld, amely megvaltoztathatja aktivitasat.

Az ubikvitinacid olyan alapvet6 sejtbiologiai folyamatokban jatszik szerepet, mint példaul
a génexpresszio szabalyozasa, fehérjelebontas, enzimaktivitds szabalyozésa, vagy kiilonb6zo
jelatviteli utak mikodésének moduldlasa (Pickart és Eddins, 2004). Nélkiilozhetetlen a

szerepe a sejtciklus szabdlyozéasaban és a programozott sejthalal (apoptdzis) kontrollaldsaban.

2.2. A DEZUBIKVITINALO ENZIMEK

Mint a foszforiladlasnak a defoszforilalas, igy az ubikvitinaciénak is meg van a folyamatot
ellentétes irdnyban katalizalo megfelelje. Ezt a reakciét a dezubikvitindld enzimek
(dezubikvitindzok, DUB-ok) hajtjak végre, amelyek képesek eltavolitani az ubikvitineket a
polipeptidekrél. A DUB-ok a protedzok szupercsalddjaba tartoznak. A katalizisben szerepet
jatszo6 konzervalt doménjeik alapjan 6t alosztalyat kiilonithetjiik el a dezubikvitindzoknak:
ubikvitin specifikus protedzok (USP), ubikvitin C-termindlis hidrolazok (UCH), Machado-
Joseph domént tartalmazo protedzok (MJD), OTU domént tartalmazd protedzok (OTU),
JAMM motivumot tartalmazo protedzok (JAMM). Az els6 négy alosztaly enzimei cisztein
proteazok, a JAMM-ok pedig a metalloproteazok osztalyaba tartoznak (Nijman €s mtsai,
2005). A DUB alosztalyok konzervalt katalitikus doménjeit a 2. dbra szemlélteti.
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2.abra A dezubikvitinald enzimek alosztalyaira jellemz6 konzervalt katalitikus domének szerkezete.
Cisztein proteazok esetében a cisztein, a hisztidin és az aszparaginsav képezik a katalitikus triadot,
amelynek tiolészteraz aktivitasa felszakitja az ubikvitin és a célfehérje vagy a két ubikvitin kozotti
kotést. Van der Waals gombdkkel a katalitikus centrum, sargaval az enzim, kékkel pedig az ubikvitin

van jelolve (Nijman és mtsai, 2005, Cell 123: 774 alapjan).
3



A dezubikvitinazok aktivitdsanak koszonhetden az ubikvitin illetve a poli-ubikvitin lanc
eltavolithato a szubsztratrdl, igy annak az aktivitdsa megvatozhat vagy megnohet a féléletideje
a sejten beliill. Ugyanakkor egyes DUB-ok monomerekre bontjak a szabad poli-ubikvitin
lancokat ezaltal hozzdjarulnak a sejt felhasznalhaté monoubikvitin készletének fenntartasdhoz

(Amerik és mtsai, 1997).

Az ubikvitinacioval elletétben a dezubikvitindld enzimek csak az utobbi évtizedben valtak
intenziven kutatottd. Sorra azonositottak élesztd és emlds dezubikvitinazokat, de a mikodési

mechanizmusuk és a biologiai folyamatokban bet6ltott funkcidjuk kevésbé tisztazott.

2.3. AZ UBIKVITIN-PROTEASZOMA RENDSZER SZEREPE AZ APOPTOZIS

SZABALYOZASABAN

A programozott sejthalal vagy mas néven apoptdzis a tobbsejtli organizmusokat felépitd
sejteknek egy meghatidrozott program szerinti szabalyozott Ongyilkossaga. Egyrészt
bekovetkezhet kiils6 jelek hatdsara, példaul virusfertézéskor a makrofagok altal kivaltott
halélszignalok vagy az egyedfejlodés soran a tulélési faktorok megvonasa kovetkeztében.
Masrészt a sejtet karositd stressz hatdsok, a DNS-t kdrositd sugarzasok egy szintén
apoptozishoz vezetd belsd, mitokondrialis jelatviteli utvonalat indukalnak. Mindkét utvonal
végsd soron az apoptdzis végrehajtd fehérjéit, a kaszpazokat aktivalja (Fésiis és Fenyofalvi,
2009). E folyamat szabalyozasaban jelentds szerepet jatszik ubikvitin-proteaszoma rendszer is

(Bader ¢s Steller, 2009)

A kaszpdzokat normal koriilmények kozott inaktiv allapotban tartd apoptozis gatld
fehérjék (IAP-k) tulajdonképpen E3 ubikvitin-ligdz enzimek (Yang és mtsai, 2000).
Apoptotikus jel hidnydban BIR doménjiik segitségével megkdtik a kaszpazokat és degradativ
moédon poli-ubikvitindljak éket, ezaltal az kaszpazok mennyiségét alacsony szinten tartjak a
sejtben. Ugyanilyen modon szabalyozzdk mas pro-apoptotikus fehérjék mennyiségét is.
Ezaltal az IAP-k ubikvitin-ligaz aktivitdsa géatat szab a spontdn apoptdzisnak. Apototikus
jelzésre azonban az IAP-k 6nmaguk ubikvitindcidjat (autoubikvitinacid) és proteaszomalis
lebontasat katalizaljak, lehet6séget teremtve a kaszpazok aktivalodasara és az apoptodzis

beinduléasara.

A DNS karosodasok hatasara indukalodo p53 fehérje szabalyozasa is az ubikvitin-

proteaszoma rendszeren keresztiil valosul meg (3.4bra). A HDM2 E3 ubikvitin-ligdz poli-
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ubikvitinalja a p53-at és ezaltal proteaszémalis lebontésra itéli. Az USP7 dezubikvitinald
enzimnek is szerepe van a pS53-on fiiggd apoptotikus folyamatok szabalyozasaban.
Apoptotikus stimulus hatdsdra a HDM2 milkddésével ellenkez6 modon eltavolitja a
poliubikvitin ldncot a p53-r6l, ezaltal stabilizalva azt. Ezt kovetéen a p53 a belso,
mitokondridlis tvonal aktivalasan keresztiil a sejt apoptotikus halalat idézi eldé (Ventii és

Wilkinson, 2008).
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3. abra Az ubikvitin-proteaszOma rendszer szerepe a p53 pro-apoptotikus transzkripcios faktor
szabalyozasaban. Normal koriilmények kozott az HDM3 ubikvitin-ligdz, apoptotikus jelzések hatasara

pedig az USP7 dezubikvitinaz hatasa érvényesiil.

Az USP7-en kiviil mas dezubikvitindld6 enzimek is szerepet jatszhatnak az apoptozis
szabalyozasaban. Az Et (Emperor’s thumb — A csdszar hiivelykujja) dezubikvitindzrol
bebizonyitottak, hogy a fehérje hosszu formdja gatolja, rovid forméja pedig stimuldlja az

apoptoézist (Ribaya és mtsai, 2009).

Szamos kisérlet igazolta az ubikvitin-proteaszoma rendszer nélkiilozhetetlen szerepét az
apoptozis szabalyozasdban. Azonban e rendszer dezubikvitindzokat magaba foglalo
komponense kevésbé jellemzett. Ezeknek az enzimeknek az apoptdzisban betoltott szerepe
kapcsdn szdmos kérdés nyitva maradt. Az én kisérleteimnek is a célja a sejtciklus
szabalyozasban €s az apoptdzisban szerepet jatszd dezubikvitindldo enzimek azonositisa és

mukodési mechanizmuséanak vizsgélata.



3. CELKITUZESEK

A dezubikvitindld6 enzimeket eddig elsdsorban élesztOben ¢s emldsokben, human
sejtvonalakban azonositottak és vizsgaltak. Az egyes alosztalyokba tartoz6 dezubikvitindzok
szerkezete nagyfokti homologiat mutat, viszont a tobbsejtli organizmus ¢életében betoltott
szerepiik kevésbé tisztazott. A DUB-ok funkcidjanak megismerését segitené, ha
azonositanank és vizsgalnank Oket a tobbsejtli eukariota modellorganizmusban, Drosophila

melanogasterben.

Az ecetmuslica egy évszazados laboratoriumi multra visszatekintd modellorganizmus,
teljes genomszekvencidja ismert. Széles genetikai eszkdztarral rendelkezik, ami az egyes
gének mutacidinak eldallitasaban hatékonyan alkalmazhatd. A Szegedi Biologiai Kozpont
Biokémiai Intézetének Intracellularis Fehérjedegradacio munkacsopotjdban kidolgozott
mobdszerek allnak rendelkezésre a sejtosztddas szabalyozasaban és az apoptdzisban szerepet

jatsz6 gének azonositasara.

Célom, és feladatom a sejtosztédasban és az apoptdzisban szerepet jatszo ubikvitin
specifikus proteaz (USP) alosztalyba tartozd dezubikvitindld enzimek azonositasa ¢és

jellemzése Drosophilaban. Ezt a kdvetkezd 1épésekene keresztiil terveztiink megvaldsitani:

I. human ¢és ¢leszt6 DUB-ok Drosophila ortoldgjait kodold gének azonositasa

bioinformatikai modszerekkel.
2. RNS interferencids és P elem inszercids allélok beszerzése torzskozpontokbol

3. a beszerzett torzsek jellemzése letalfazisuk és a célgén expresszidjanak csokkenése

szempontjabol.

4. a letalis fenotipust mutato, a célgén funkciojat igazoltan érinté mutansok mitotikus és

apoptotikus fenotipusanak meghatarozésa

S5.funkcié sériilés esetén mitdtikus/apoptdtikus fenotipushoz vezetd gének estén azok

funkciogjat tovabb vizsgalni, uj, erdsebb allélokat eldallitani.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A FELHASZNALT DROSOPHILA MELANOGASTER TORZSEK

A Kkisérletekben felhasznalt torzseket standard Drosophila kukoricadara- élesztd
taptalajon tartottuk. A kisérleteket 25 °C- on végeztiik. A torzsgylijtemény a 18 °C-on
tartottuk fenn. A homologia szliréshez sziikséges RNS interferencids és P elem inszercids
vonalakat Bloomington (Indiana university, USA), Bécsi ¢és a Szegedi Drosophila
torzskozpontokbol szereztiik be. A delécids mutansok eléallitasahoz hasznalt CG1208254%
és CG120827" P elem inszercids vonalakat szintén a Bloomington-i torzskdzpontbol
rendeltiik. A hasznalt genetikai markerek leirdsa megtaldlhatdé a FlyBase-ben
(http:/flybase.org). A vizsgalni kivant letdlis allélokat vagy transzgenikus konstrukciokat
hordoz6 kromoszomakat CyO; CyO,GFP; SM6, TM3, Sb Ser és TM6b, Tb Hu balanszer

kromoszémak folott tartottuk fenn.

4.2. BIOINFORMATIKAI MODSZEREK

Elsésorban a Nijman ¢és mtsai (2005) 0Osszefoglald koézleményben leirt human
dezubikvitinalé enzimeknek kerestiik a Drosophila ortologjait. Az homoldgia sziirés soran a
Flybase, NCBI és UniProt adatbazisokat és azok BLAST keresé programjait hasznaltuk.
Egyes esetekben a lokalis dsszehasonlitasokkor a JustBio honlap Aligner programjat vettiik

igénybe.

4.2. SZEMIKVANTITATIV, REVERZ TRANSZKRIPCIO KAPCSOLT PCR
(RT-PCR)

Az egyes gének expresszidjanak mérésére a mintdkbol atirt cDNS-en telitési
ciklusszam alatti ciklussal, DNASTAR programmal tervezett specifikus, valamint
kontrollként a Drosophila LI17 riboszémalis fehérjét kodoldo génre tervezett rpLl7A4
primerparokkal polimeraz lancreakciot végeztiink. Telitési ciklusszam alatt a képzddd termék
mennyisége aranyos a templat DNS mennyiségével.

A megfelelé allatokbol az RNS mintdkat Tri Reagent extrakcios kittel (Sigma)
izolaltuk. Amennyiben sziikséges volt, a mintakat RQl RNase-Rfree DNase-zal kezeltiik

(Promega). Az RNS mintak épségét gélelektroforézissel ellendriztiik; a nem degradalddott



mintdkban jol lathaté 2kb-nal a 18S riboszomalis RNS alkotta éles sav. Spg total RNS
templatr6l M-MuLV reverz transzkriptazzal (Fermentas) random hexamer primert hasznalva
cDNS-t szintetizaltunk. A polimeraz lancreakciokat Go-Taq (Promega) hdstabil polimerazzal
végeztiik, standard koriilmények kozott (2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.2 mM primer). Az
rpL17A4 primerekkel kapott termék mennyisége alapjan kalibraltuk a specifikus primerekkel
végzett PCR reakciokba bemért templat mennyiségeket. A PCR-termékeket agardz
gélelektroforézissel szétvalasztva detektaltuk. A homolodgia szlirésben hasznalt 6sszes primer
szekvencidjat e dolgozat keretében nem részletezem. A CGI12082 gén vizsgalatdhoz
felhasznalt primerek:
rpL174 upper: 5’-GTGATGAACTGTGCCGACAA-3’
lower: 5’-CCTTCATTTCGCCCTTGTTG-3’

CG12082 RT upper: 5’-CGACCCGGCCAACGACTTCAAT-3’
lower: 5’-CCGCCTCGTCAAATGCAAACTTCA-3’

4.3. DELECIOS MUTANSOK ELOALLITASA P ELEM REMOBILIZACIOVAL

Kisérleteim soran a Drosophila P-elemére épiild mutagenezis technikdval hoztam
létre a delécids mutans torzseket. A modszer 1ényege, hogy a célgén kdzelében 1évo P elemet
transzpozaz bevitelével kivagjuk a genombol. A P elem kivagodasa legtobbszér pontosan
torténik meg, ezt preciz kivagodasnak nevezziik. Az eseteknek egy részében a kivagodas nem
preciz, ezért a P elemmel szomszédos szekvencia egy része is elveszik, és delécid keletkezik.
A deléciot a célgénre specifikus primerek segitségével, PCR-rel tudjuk azonositani. A
reakcioban a delécios kromoszoémarol kisebb termék keletkezik, mint a vad tipusrol.

A CG12082 jelii, 3. kromoszomas gén P elem inszercios alléljaibol (CG12082577% és
CG12082"7?%%) kiindulva hoztam létre a gén érint6 deléciokat.

A CGI12082573% /M3 ¢s CG120825°7°/TM3 sziizeket tomegben w™, Df(3R)C4/
TM3, Sb P(42-3), transzpozazt termeld himekhez kereszteztem. Az utédok koziil
CG1208257%3% /TM3, Sb P(42-3) vagy CG120825"°"%°/TM3, Sb P(42-3) himekben torténik
meg a P elem remobilizacidja, ezért ezeket az tigynevezett ,jump-startereket” egyesével
harmadik kromoszomas balanszert hordoz6 7TM3, Sb Ser /TM6b, Tb Hu sziizekhez
kereszteztilk. A kikeld utédok kozott kerestiink P elemet vesztett, fehér szemii egyedeket,

ezeket balanszer kromoszéma segitségével torzsbe allitottuk. A P elem preciz kivagddasakor
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visszaall a vad fenotipus, az ilyen kromoszémara nézve homozigota legyek életképesek és
fertilisek. A CG12082 gént érintd deléciot a P elemeken kiviilre, a szomszédos génekbe
tervezett primerekkel végzett PCR-reakcioval azonositottam.
Felhasznalt primerek:
CG12082 delécios upper: 5’-GCAAAACAACGCCGAAAACTG- 3°
lower: 5’-AGCTGCGTGTAAAGATGGGAGACC- 3’

A PCR reakciohoz templatként a MACHEREY-NAGEL NucleoSpin® Tissue kittel
illetve a BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project)
,»1 1égy PCR” protokoll alapjan izolalt DNS-t hasznaltam.

1 légy PCR: 0.5ul 20mg/ml ProteinazK-val kiegészitett S50ul SB pufferben (10mM
TrisCl pHS8.2, ImM EDTA, 25mM NaCl) homogenizalunk egy legyet vagy babot, fél oraig
37°C-on inkubaljuk, majd 95°C-on 2 perc alatt inaktivaljuk az enzimet. Az igy kapott oldat

kozvetleniil belemérheté a PCR-reakcidba vagy 4 °C tarolhato.

4.4. MITOTIKUS KROMOSZOMA PREPARATUMOK KESZITESE

Véndorld harmadik stddiumos larvak agyat 0.7%-os NaCl-ban boncoltuk, az
imagokorongokat eltavolitottuk. Az agyakat 45%-0s ecetsavban fixaltuk. Ezutan 45%-o0s
ecetsavban oldott orceinnel festettiik 4 percig, és 60%-o0s ecetsavval mostuk dket. Végiil a
targylemezre helyeztiikk 60%-0s ecetsavban oldott 5%-os orceinbe, majd lefedve préseltiik a
preparatumot. Egy preparatumon kb. 30 latomezdt vizsgéaltunk Olympus BX 51 faziskontraszt
mikroszkoppal. Az értékeléshez 100x-o0s nagyitasi immerzios lencsét hasznaltunk.

Az orcein megfesti az 0sztodo sejtekben kialakuld kromoszémakat. A mitdtikus
fenotipust a mitozisban 1évo sejtek szama, az anafazis-metafazis ardnya és az apoptotikus

sejtek szama alapjan értékeltiik, vad tipust preparatumokhoz viszonyitva.
4.5. APOPTOZIS FESTES AKRIDIN NARANCCSAL

Vandorlé harmadik stddiumos larvak fejét 1,6 pg/ml akridin narancs festéket
tartalmazo PBS cseppben 5 percig festjiik. Ezt kdvetéen 3 X 5 percig mossuk PBS-ben. Az
utolsd mosas soran eltavolitjuk a fej tobbi részét, az agyat meg az imagokorongokat friss PBS
cseppben targylemezre helyezziik. A prepardtumot epifluoreszcens mikroszkop alatt

vizsgaljuk és fotézzuk.



4.6 A MUTANSOK LETALFAZISANAK MEGHATAROZASA

A letalfazis alatt az értjiik, hogy egy adott gén funkciojanak kiesése milyen fejlodési
stddiumban okozza az 4allatok pusztuldsit. Ennek meghatirozédsa érdekében kis Petri-
csészékbe Ontott agar, gylimdleslé és cukor alapu taptalajra helyezett 5 cm atmérdjli és 12 cm
magas csovekben petéztettiik a RNS interferencia konstrukciot meghajté keresztezéseket,
illetve a mutansokat. Az optimalis mennyiségii petézés érdekében 30-30 par legyet helyeztiink
a petéztetokbe. A fehér peték és larvadk jobb észrevehetdsége érdekében aktiv szénnel

elézdleg feketére festettiik a taptalajt. A Petri-csészéket 12 oranként cseréltiik.

A letdlfazis meghatarozasahoz egyidds, masodik stadiumos larvakat gyijtottiink a
Petri-csészékrdl fioldkba. A meghajtott konstrukciot hordozo illetve homozigdta larvak
azonositasat a masodik stddiumban kifejez6d6 76 marker segitségével végeztiikk (az RNSi-t
meghajtd drivert nem hordozé larvék, illetve a heterozigotdk mutattdk a rubby fenotipust).
Allélonként 200-400 larvat gyujtottiink ki OStvenesével fioldkba és nyomon kovettik az
egyedfejlodésiiket. A kiilonb6z6 stadiumokat Bainbridge és Bownes 1981-es kézleményében

leirtak alapjan hataroztuk meg.
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5. EREDMENYEK

5.1. 24 USP-T KODOLO GENT AZONOSITOTTUNK DROSOPHILABAN

31 human USP fehérjének 24 Drosophila ortologjat azonositottuk. A szadmbeli
kiilonbség onnan adddott, hogy bizonyos esetekben két human dezubikvitinaznak kdzos volt a
Drosophila ortologja. Ennek a magyarazata az evolucid soran tobbszor bekovetkezett gén és
genom  duplikdciok, amelyek kozos Osre visszavezethetd homolog fehérjéket
eredményezhetnek. Az egyes ortologok az USP-kre jellemz6 katalitikus cisztein és hisztidin

doméneken kiviil a fehérje mas szakaszain is nagymértékii hasonlésagot mutattak.

A potencialis Drosophila USP-ket k6dold géneknek 28 RNS interferencias és 9 P elem
inszerciods alléljat sikeriilt beszerezniink. A letalfazis meghatarozas utan megallapitottuk, hogy
ezekbdl az allélokbol 12 darab életképes és fertilis, 2 darab életképes és steril, 8 darab
szemiletalis, 4 darab farat adult, 2 darab bab és 9 darab larva allapotban vezet az allatok
pusztuldsahoz. Az RT-PCR-rel megvizsgalt allélok koziil 21 esetben igazoltuk, hogy az adott
allél csokkenti a gén expresszidjat, mig 11 esetben nem tapasztaltunk valtozast a gén
hordozé torzseknek megvizsgaltuk a mitotikus fenotipusat. Csupan harom esetben
tapasztaltuk valtozast a mitotikus fenotipusban. A homologia sziirés részelteit a fliggelékben

mellékelt I. tablazatban tuntettem fel.

A tovabbiakban a human USP5 Drosophila ortologjat kodoldo CG12082 jelzésti gént
vizsgaltam részletesebben, mivel RNSi alléljanak esetében a tovabbi vizsgalatra érdemes

mitotikus fenotipust tapasztaltunk.

5.2. A CG12082 GEN A HUMAN USP5 STRUKTURALIS ORTOLOGJAT

KODOLJA

Az UniProt adatbazisban talalhato6 human USP5 fehérje szekvencidjat a FlyBase
BLAST keres6é programba illesztve a CG12082 Drosophila génrdl képzodo fehérjét kapjuk,
mint legnagyobb hasonldsagot mutatd szekvenciat. A fehérje teljes hosszan nagymértékii a
homoloégia és az adott pozicioban taldlhaté aminosavak 48 % -a azonos. A poli-ubikvitinnel

valé kolesonhatasaért felelés UBP tipusu cinkujj (ZnF-UBP) illetve az UBA1 és UBA2
11



doméneket alkotdé aminosavak jelentds része azonos a két fehérjében. A két aminosav

szekvencia 0sszehasonlitasa a 4. abran lathato.

Hs USP5 (1) :-:.‘-I'_sEz.:l'_sl:'_.=?:.'-'.'.:'.f.;.::}.'.':i...:.slrltlsz:-.:I:-::::-.v;li;.ar:.;.v;l'_.:lt?..:.sl-
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B V3PS I 5 poo -II TR EE :
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.....................
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R A BEEE HE 0 B R AEEE A SE RN

UBA1
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4. abra A human USPS5 (Hs USPS) és a Drosophila USP5 (Dm USPS5) fehérjék szerkezetének dsszehasonlitasa.
Piros szinnel az azonos, sargaval a hasonl6é aminosavak vannak kiemelve. Csillagokkal a katalitikus cisztein €s
hisztidin aminosavak vannak jeldlve. Halvany zold, illetve kék kiemeléssel az USP5 ubikvitin kotésében szerepet

jatsz6 UBP tipusu zinkujj (ZnF-UBP) illyetve UBA1 és UBA2 doménjét alkoté aminosavak vannak jeldlve.

Lathato, hogy a fehérje teljes hosszaban nagymértékii a homologia.

5.3. A DROSOPHILA USP5 RNSI ALLELJANAK MITOTIKUS FENOTIPUSA

A CG12082 RNSi meghajtott RNSi alléljat hordozo L3 vandorld larvakbol 5 darab
mitdtikus preparatumot készitettiink. Ezeken Osszesen 150 latdmezot leszamolva hataroztuk
meg a mitdtikus indexet (MI), a metafazis-anafazis ardnyt (M:A) és az apoptdzis indexet.

Négy darab kontroll preparatumot a nem meghajtott RNSi konstrukcidt hordozo larvakbol

12



készitettiink. A kapott adatok alapjan meghatarozott mitotikus fenotipust az 5. dbran lathato

grafikon szemlélteti.

3.00

2.50 T T

2.00 -‘V

150 + W kontroll

soore

N indukalt RNSi

— *

1.00 4

0.50

0.00 -
Ml M:A APOPTOZIS

5. abra A CG12082 indukalt RNSi alléljanak mitotikus fenotipusa. MI: mitotikus
index, M:A: metafzis:anafazis arany, APOPTOZIS: az apoptozis index.

A mitotikus indexben nem tapasztaltunk eltérést. A metafdzis:anafazis arany
szignifikdnsan alacsonyabb volt a megemelkedett anafdzisban 1év0 sejtek szama miatt. Az
indukalt RNSi vonal esetében az apoptdzis index szignifikdnsan magasabb volt, a

preparatumokban sok volt az apoptétikus sejt.

5.4. A CG12082 GEN DELECIOS ALLELJAINAK EROS APOPTOTIKUS

FENOTIPUSA VAN

Mivel az RNS interferencias allélok csak lecsokkentik a célgénrdl képzédé mRNS
mennyiségét, de azt nem képesek teljes mértékben eliminalni, ezért csak hipomorf fenotipus
megnyilvanuldsat okozhatjdk. A CGI2082 gén esetében az RNSi allélnal csak gyenge
mitdtikus fenotipust tapasztaltunk, amelyet a géntermék kis mértékii csokkenése okozhat (6.

abra).
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6.abra A CGI12082 RNSi allél lecsokkenti a gén expresszidjat. Felsé sorban a CG12082-re

specifikus RT primerekkel kapott termékek, az als6 sorban az L17 bemérési kontroll 1athato.

crer

3’ régioba inszertalddott P elemek remobilizacidjaval két delécids allélt allitottam eld (7.4abra).

EY23569 start EY20760
[ * 4 4

exond exon? exond

367M1 delécid

.- |
5-118i2 delécio —| |

7.4abra A CGI12082 gén szerkezete és a deléciok kiterjedése. Pirossal a gén exonjai vannak
kiemelve. A fekete vonalakon lathatd megszakitott rész a delécio kiterjedését jeloli. Zold nyilak a
P elemek inszercios helyét, a kis kék nyilak a delécids (génen kiviil es6) €s RT primerek(az exon3-
ban) kotohelyét jeloli. A deléciok elnevezésénél az elsé szam P elemre utal (az 5° vagy 3° P elem

remobilizacioja okozt-e a deléciot), a tobbi szamjegy a mutansként azonositott jelolt sorszama.

A delécios fragmentumok szekvenaldsaval pontosan meghataroztuk a deléciok hosszat
¢s toréspontjait. Az 5° P elem remobilizacidjaval eldallitott 5-118/2 delécid 2147 bp
kiterjedést, eltorli a start kodont €és a kddold szekvencia jelentds részét, igy a a génrél nem
képzddhet termék. A 3’ P elem remobilizacidjaval egy kisebb, 275 bp hosszsagi deléciot
kaptam, amit 3-67/1 jeloléssel lattam el. Ez eltorli a katalitikus hisztidin boxot és az UBA2
domént kodold szekvenciat, igy a képz6do trunkalt mRNS-r6l nem képzddhet funkcionalis
fehérje. A delécidknak a gén expresszidjara gyakorolt hatdsat RT-PCR-rel mutattuk ki
(8.4bra).
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8. dbra A CGI2082 gén expresszidja a 3-67/1 és 5-118/2 delécidos homozigdtakban. A 3-67/1

CG12082

delécié nagymértékben csokkentette az mRNS mennyiségét, a képz6dé mRNS-rél pedig nem
termelddhet funkcionalis fehérje. Az 5-118/2 delécid esetében az elvarasoknak megfeleléen nem

képzddik géntermék.

Mindkét delécios mutansok fejlédése leallt az L3 larvastadiumban. Ot napig életben
maradtak ebben a stddiumban stagnalva, majd elpusztultak. Az indukalt RNSi allél
babstadiumbeli letalitasdhoz viszonyitva kordbbi, larva letalitds is utal arra, hogy a delécios
allélok erésebb fenotipust produkalnak.

A CGI12082°"/  CG12082°""%?  deléciés  transzheterozigotakbol, illetve a
homozigotakbol akridin naranccsal festett preparatumokat készitettlink. Mivel mind a
transzheterozigotdk, mind az egyes deléciokra homozigotdk 5 napig stagnaltak L3
stddiumban, kiilonbdz6 idédpontokban készitettiink preparatumokat: 1 napos L3, 3 napos L3 és
5 napos L3 larvakbol.

Az muténs larvak agya méretében kisebb volt a vadtipusu agyhoz képest. A 3 napig és
5 napig L3-ban stagnalé larvak agyaban nagymértékben megemelkedett az apoptodtikus sejtek
szama (9.4bra, B). A 3 napnal kevesebbet stagnald larvak agya a vad tipushoz hasonlo
festddést mutatott.

A mutans szarny diszkuszok alakja rendellenes és magas benniik az apoptdtikus sejtek

szama attdl fiiggetleniil, hogy hany napig stagnaltak az larvak L3 stddiumban (9.4abra, D).
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9.4bra A vad tipusu (A és C ) és CGI12082 mutans (B és D) larvak agyabdl illetve szarny
diszkuszabol akridin narancs festéssel készitett preparatumok. A kis zold pontok az apoptotikus

sejteket jelolik.

5.5. A CG12082 MUTANSOKBAN MEGEMELKEDIK A PRO-APOPTOTIKUS

GENEK EXPRESSZIOJA

A CG12082 delécios mutansok agyabodl €s a hozza tapadt imagokorongokb6l RNS-t
izolaltam, majd RT-PCR-rel megvizsgaltam az hid, reaper (rpr) és grim pro-apoptotikus
gének expresszidjat. Ezek a gének a Drosophilaban gatoljat az apoptozis inhibitor fehérjéket
(IAP-ket) és ezaltal hozzdjarulnak a kaszpazok aktivaciojadhoz. Apoptozis soran mindharom
gén fokozott expresszidjat leirtdk, de Onmagaban egyikiik expresszidja is elégséges az

apoptozis kivaltasahoz (Yoo és mtsai, 2003).

A 10. abran lathato, hogy a harom gén koziil, kettének, a rpr és hid géneknek
expresszidja jelentdsen megemelkedett a mutansok agyaban. A grim pro-apoptotikus gén

expresszidja a vad tipushoz hasonldan alacsony szinten maradt.
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10. abra A pro-apoptotikus gének expresszidja a CG12082 mutans agyaban és imagdokorongjaiban. A
rpr, a hid és kis mértékben a p53 gén expresszidja is megemelkedett, ellenben a grim expresszidja nem

véltozott.

Megvizsgaltuk a tumorszupresszorként is ismert p53 fehérjét termeld gén expressziojat
is. Ez a fehérje a DNS-t karositd sugarzasok hatasara aktivalodik és fokozza a rpr gén
transzkripciojat (Brodsky és mtsai, 2000). Azt tapasztaltuk, hogy a p53 expresszidja csak kis
mértékben emelkedik meg. Ez még nem elégséges bizonyiték arra, hogy a mutansok agyaban

tapasztalt apoptotikus fenotipus p53 fiiggd folyamat.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A dezubikvitinalé enzimeket tobb eukaridta organizmusban is azonositottak, de a sejt
¢letében betoltott konkrét funkciojuk egyeldre kevéssé tisztazott (Nijman és mtsai, 2005).
Munkank soran a human dezubikvitindzok Drosophila ortologjait azonositjuk és vizsgaljuk
els6sorban a sejtciklus szabalyozasdban ¢és az apoptozisban betdltdt szerepiiket. A
munkafolyamat keretében én a dezubikvitindlé enzimek ubikvitin specifikus proteaz (USP)
alosztalyaba tartozé fehérjékkel foglalkoztam.

A homologia szlirés eredményeként, a szekvencia homologia alapjan elmondhatjuk,
hogy ezeknek az enzimeknek a képviseléi megtaldlhatéak az ecetmuslicdban is. Jelentds
részik esszencialis az organizmus szamara, az Usp gének expresszidjanak gatlasa az allatok
pusztuldsahoz vezet. Az altalam vizsgalt Usp géneknek nincsen olyan erds mitdtikus
fenotipusa, mint példaul a sejtosztddasban szerepet jatszo ubikvitin-ligdzoknak.

A munkdm soran azonositottam a human USP5 strukturalis ortologjat Drosophilaban,
amelyet a CGI12082 gén kodol. A két fehérje szerkezete evolucidsan nagymértékben
konzervalddott, igy nagy valoszintiséggel a Drosophilaban megismert funkcidkhoz hasonlo
vizsgalataval sikeriilt egy funkciét rendelniink ehhez a fehérjéhez, igazoltuk az apoptdzisban
Jjatszott szerepét.

Munkamat még nem fejeztem be. A tovabbiakban menekitési kisérletekkel igazolni
szeretném a funkcionalis homologiat is az ¢leszté Ubpl4/human USPS5 és a Drosophila USP5
kozott. Western blott kisérletekkel kdzelebb szeretnék jutni ahhoz, hogy megismerjiik a USP5
apoptozisban jatszott szerepének biokémiai hatterét, tisztazni szeretném, hogy az apoptotikus
fenotipus pS3 fliggd-e. Kettés mutansok létrehozasaval kdlcsonhatd partnereket azonositasat
szeretném elvégezni.

Ha tovabbi vizsgéilatok megerdsitik a fehérje kulcsszerepét az apoptodzis
szabalyozasaban, akkor terapids szerek célpontjdva valhat. Az USP5-re specifikusan hato,
gatld vagy serkentd hatdsu gyogyszerek szerepet jatszhatnak olyan apoptdzissal Osszefiiggd

betegség, mint a rak kezelésében.
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9. FUGGELEK

L. tablazat A USP homologia szlirés eredményeit 6sszefoglalo tablazat

Eleszt6 | Human | Drosophila | Drosophila letalfizis | 2ZMRNS | mitétikus
ortolég | ortolog ortoléog allélok szintje fenotipus
Cyld
i CYLD | 0G5603) - - - -
v41604 szenirii)estélis csokkent nincs
- USP1 CG15817 41605 ords om _
szemiletalis csokkent
USP2 v37929 elgl:teiﬁ:s, csOkkent nincs
Ubpl1 CG14619 p p
USP21 v37930 eletke;pes, csokkent nincs
fertilis
anafazisszam
kismértéki
Ubpl4 USP5 CG12082 v17567 babletalis csokkent emelkedése
¢és sok
apoptozis
- USP6 CG8085 - = = =
Usp7 himletalis, . .
Ubpl5 USP7 (CG1490) v18231 sl csokkent nincs
Ubpl6 | USP8 | CG5798 | v107623 faﬁat gl | i ol o
etalis apoptozis
v30679 | szemiletalis ngﬁﬁm ;
- USP9X
Eaf v30680 | szemiletalis ngﬁﬁm ;
(CG1945) v2955 eletke;pes, csOkkent nincs
i USPOY fertilis
EP(3)381 korai adult nem i
letalis, steril csokkent
v37859 embrio-L1 i i
Ubp3 | USPI0 | CG32479 letalis
CB-6882-3 ¢letképes, nem i
fertilis csOkkent
USPI2 v27799 gyenge nem :
Ubp9 CG7023 szemiletalis | csokkent
gyenge nem i
USP46 v27802 szemiletalis csOkkent
¢letképes, nem
v27405 fertilis csokkent )
Ubpb6 USP14 CG5384 lotke
f00779 © es te?i)les, csOkkent nincs
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USP20 v28910 L3 letalis csokkent nincs
Ubpl0 CGR’494 v42609 L3 letalis csokkent nincs
USP33 04168 embrio-L1 nem i
letalis csOkkent
Ubpl | USP30 | CG3016 v7090 | cletkepes, i i
fertilis
embrio-L1
vaSTTS letalis - -
embrio-L1
Non-stop |10 letalis - J
Ubp3 USP22 anafazisok
(CG4166) . nincs (null
5-HA-1189 L3 letalis , szamanak
mutans) ,
emelkedése
CB-5509-3 babletalis csokkent nincs
USP31 V33726 elglr‘fiﬁ:s’ csokkent nincs
- CG30421 ; p
USP43 va3727 | Cletkepes, | nem .
fertilis csOkkent
i USP32 | CG8334 | vigogr | cletkepes, ] ]
fertilis
- USP34 CG579%4 - = = =
USP36 Usp36 forif
p arat adult . .
Ubp8 — (CG5505) v11152 letalis csokkent nincs
USP35 ; :
_ CG8830 v28960 elglr‘fiﬁ:s’ csokkent nincs
USP38
SADI1 USP39 CG7288 v47663 L3 letalis csOkkent nincs
v41976 faﬁ:;?:lt csokkent nincs
Ubp7 | USP45 | CG4165 v41977 faﬁgﬁ;?s“lt csokkent nincs
¢letképes, nem
EY19835 fertilis csokkent )
v26027 eletk;pes, csokkent nincs
fertilis
i USP47 (gg%j‘;) EP(3)478 | L2letdlis | csokkent i
EP(3)3187 oS 1 csokkent nincs
szemiletalis
PAN2 USP52 CG8232 - - - -
Echinus
i USPS4 | cGoood) i - i -
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