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1. Bevezetés

Az ubikvitilaci6 soran egy enzimkaszkad ubikvitin
molekuldkat helyez a célfehérjekre. Ez a posztszintetikus kovalens
maddositas a szubsztratfehérje lebontadsdhoz vezet, enzimek aktivitasat
befolyasolja, vagy fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok kialakulasat segiti.
A folyamat jelentdségét mutatja, hogy tobb sejten beliili
mechanizmus is szigoruan szabalyozott az ubikvitilacié &ltal. llyen
folyamatok példaul a transzkripcié szabalyozdsa a hisztonok
ubikvitilaciojan keresztll, az irdnyitott fehérjelebontas, a sejtosztddas
és a programozott sejthalal, vagy apoptdzis szabalyozésa.

Tobb més fehérjemddositasi folyamathoz hasonldéan az
ubikvitilacionak is van ellentétes irdnyba hatd pérja, a
dezubikvitilaci6. Ezt a folyamatot a protedzok osztélydba tartozd
dezubikvitilalo enzimek, vagy DUB-ok katalizaljadk. A DUB-ok
eltadvolithatjAk ~a  degradativ  poliubikvitin ~ lancokat a
szubsztratfehérjékrol, igy a lebontas ellen hatva ndvelik a fehérjék
feléletidejét. A DUB-0k egy csoportja részt vesz a proteaszomalis
fehérjelebontas utan visszamaradd poliubikvitin lancok szabad
monomerekké hasitasiban, tehat nélkilozhetetlenek az ubikvitinek
Ujrahasznositdsahoz. Tovabbd a DUB-ok funkcidja elengedhetetlen
az ubikvitinek bioszintézisehez. Az (j ubikvitinek riboszomalis
alegységekhez ~ fuziondltan  vagy  poliubikvitin  faziokként
keletkeznek, amelyeket a DUB-ok szabdalnak szabad ubikvitin
monomerekké. Annak ellenére, hogy biokémiai szempontbdl DUB-
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ok élesztében ¢és human sejtvonalakban jol ismertek, konkrét
fiziologiai folyamatokban jatszott szerepilk soksejtlieckben keveshé
tisztazott. Nem teljesen tisztazott, hogy a DUB-ok hogyan vesznek
rész olyan ubikvitin-fiiggé folyamatok szabalyozasaban, mint példaul

az apoptozis.



2. Célkitiizések

Munkéank célja a dezubikvitildlo enzimek azonositasa és
jellemzése egy soksejtii intakt modellorganizmusban, a Drosophila
melanogasterben. A gének szisztematikus csendesitésével vizsgaltuk
a DUB-ok szerepét a Drosophila egyedfejlédésében. Tovabba
funkcionalis  sziirésekkel azonositottuk azokat a DUB-okat,
amelyeknek szerepe lehet olyan ubikvitin-fiiggé folyamatokban, mint
példaul az apoptdzis. Ezeket a célokat az alabbi 1épéseken keresztil
valdsitottuk meg:

1. Feltételezhetéen dezubikvitilald enzimeket kddolé gének
azonositasa Drosophilaban bioinformatikai médszerekkel.
2. Az igy azonositott Drosophila DUB-ok elbzetes jellemzése
transzgénikus RNS interferencia és mutans vonalak segitségével.
3. A DUB-ok sziirése az apoptozisban jatszott potencialis
szerepiikre.
4. A kulonosen érdekes apoptotikus fenotipust mutatd gén(ek)
részletesebb funkcionalis vizsgalata:
- allélsorok eloallitasa;
- az apoptozis vizsgalata mikroszkdpos és immun-hisztokémiai
technikakkal;
- apoptotikus gének expressziojanak vizsgalata;
- funkcionalis homoldgia vizsgalata;

- az ubikvitin haztartas vizsgalata.
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3. Alkalmazott médszerek

10.

Adatbazisok,  szekvencia-osszehasonlit6 ~ és  predikciés
programok kezelése (NCBI, EBI, UniProt, FlyBase, InterPro

Scan).

Drosophila transzgenikus RNS interferencia és P elem

inszerciés mutansok vizsgalata.

Szemikvantitativ, reverz traszkripciohoz kapcsolt PCR (RT-
PCR) és kvantitativ valos idejii PCR (qPCR).

Deléciés mutansok eldallitasa P elem remobilizacioval.
Western blot analizis.

Rekombinans DNS technikék.

Transzgénikus tultermeld Drosophila vonalak eléallitasa.

Alapvetd élesztés technikdk (€leszté novesztése szelektiv

taptalajon, transzformalas).
Larvalis szdvetek citologiai és immunhisztokémiai vizsgalata.

Transzlacio-gatloszer  (cikloheximid) alkalmazasa  etetési
tesztben.



4. Eredmények

1. Bioinformatikai maddszerekkel azonositottuk dezubikvitilald
enzimeket a Drosophildban. Ehhez ismert éleszté és human
DUB-ok aminosav szekvencidit hasznaltuk fel. A Drosophila
ortolégok azonositdsat megkonnyitette, hogy a konzervalt
katalitikus doméneken kivil egyes DUB-ok mas funkcionalis
doméneket is tartalmaznak. A bioinformatikai elemzés soran 58
ismert human és 21 ismert éleszté DUB szekvenciaja alapjan 45
potencialis Drosophila dezubikvitilalé enzimet azonositottunk.
Ugy Vvéljiik, hogy a DUB-ok szerkezetérél rendelkezésre allo
mai ismereteink alapjan az 06sszes Drosophila DUB-ot
azonositottuk.

2. A Drosophila DUB gének azonositasat azok részleges genetikai
jellemzése kovette. Ehhez a munkdhoz 87 transzgénikus RNS
interferencia és 45 P elem illetve deléciés mutanst szereztlnk be
torzskozpontokbol, vagy Aallitottunk elé laborunkban. A
géncsendesitett és null mutans allatok egyedfejlédését nyomon
kdvetve megallapitottuk, hogy a dezubikvitilalé enzimek kdzik
27 létfontossagu, hidnyukban az &llatok elpusztulnak, vagy
sterilek lesznek.

3. A Drosophila DUB-okra genetikai szlirést végeztiink annak
megallapitasara, hogy mely DUB-oknak lehet szerepe az
apoptdzis szabalyozésédban. Ebbo6l a célbol, szemben indukalt

géncsendesitést kovetéen vizsgaltuk a muslicdk szemének
5



crer

==z

enyhe, egy esetben kozepes és Ot esetben drasztikus,
szemhianyos fenotipust kaptunk. Ezek a fenotipusok arra
utalnak, hogy az adott DUB-ok hidnya apoptdzishoz vezet. Az
egyik apoptotikus fenotipust mutat6 gént alaposabb vizsgélatnak
vetettik ala.

A CG12082 gén részletes genetikai analiziséhez két delécios
muténst allitottunk el6 P elem remobilizacioval. Mindkét
mutécié a gén funkciojat teljes mértékben gatolta és késoi
larvaletalitdst okozott. A vad tipusu CG12082 szekvencia
mersékelt tdltermeltetése menekitette a mutansok letélis
fenotipusat, igazolva, hogy valoban ennek a génnek a hianya
vezet az allatok larvakori pusztulasahoz.

Elesztd, Drosophila és human DUB-0k aminosav sorrendjeinek
osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy a CG12082 gén az
¢éleszté Ubpl4 és a human USPS fehérjék Drosophila ortologjat
kodolja. Szekvencia 6sszehasonlitdson talmenéen heterolog
menekitési kisérletet végeztink a funkciondlis homoldgia
megallapitasara. Azt tapasztaltuk, hogy a CG12082 szekvencia
képes menekiteni az élesztd uspl4A muténs kanavanin érzékeny
fenotipusat, amely a strukturalis hasonl6sagon tal a funkcionalis
homoldgiat is igazolta. Ismert, hogy a huméan USP5 is menekiti

ezt az élesztd mutanst, ami a fehérje evoliicios konzervaltsagat
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bizonyitja. Ezeknek az eredményeknek az ismeretében a vizsgalt
gént és termékét DmUsp5-nek neveztik.

Kimutattuk, hogy a DmUsp5 mutansokban felhalmozédnak a
szabad  poliubikvitin  lancok  és  szubsztrathoz — kotott
poliubikvitinek. lrodalmi adatok hosonld fenotipust irnak le az
¢leszté és human ortologok esetében is. Ez a fenotipus arra utal,
hogy a DmUsp5-nek az ubikvitinek Ujrahasznositasaban van
szabad monoubikvitinek mennyiségenek csokkenését mértik.
Ennek az lehet a magyarazata, hogy az ubikvitin monomerek
konjugalt formaban lektve maradnak és igy a szabad ubikvitin
készlet kimertl, potlasuk DmUsp5 hianydban lassd, vagy
gatlodik.

Részletesen vizsgaltuk a DmUsp5 deléciés mutansok
apoptotikus fenotipusadt. A mutans larvak agyabdl készil
orceinnel festett mikroszkdpi prepardtumokon a kis, lekerekitett,
pyknotikus sejtek szdmanak kozel 6tszordos megemelkedését
tapasztaltuk. Ezek a sejtek az apoptotikus sejteknek
feleltethetdek meg. A mutansokban zajlo nagymértéki sejthalalt
akridin-narancs  festéssel eés aktivalt kaszpdz-3 elleni
immunfestéssel is igazoltuk. Génexpresszios vizsgélatokkal
megallapitottuk, hogy a mutansokban nagymértékben
megemelkedik a p53, a rpr és a hid proapoptotikus regulatorok
expresszidja. A proapoptotikus regulatorgének terméke
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kélcsonhat a DIAP1l-el. A DIAP1 a f6 apoptozis inhibitor
Drosophildban, és normalis koriilmények kdzott kordaban tartja
a kaszpazokat, igy gatolja az apoptdzist. Citotoxikus stressz
hatdsara a proapoptotikus regulatorok tulexpresszaldédnak,
kotédnek a DIAP1-hez, gatoljak a funkcidjat. A DIAPL gétlésa a
kaszpazok felszabadulasahoz vezet, és beinditja az apoptozist. A
propapototikus regulatorgén az aktivalodasa a DmUsp5
muténsokban arra utal, hogy a DIAP1 apoptézist gatlé fehérje
inaktivalodik. A DIAPL inakivaloédasara kozvetve utal az is,
hogy a DmUsp5 muténsokban transzgénikusan tultermeltetett
DIAP1 részlegesen menekitette a mutansok letalis és apoptotikus
fenotipusat. A DIAP1 egy E3 ubikvitin-ligaiz és a hibas
mikddése a DmUSp5 hidnydban fellépd ubikvitin stresszel
magyarazhato.

Elesztdben ismert, hogy az ubikvitin-készlet kimeriilése
ubikvitin stresszhez vezet, amelyre egy méasik DUB gén, az
Uspl4 megemelkedett expresszidja jellemzd. Munkank soran
szekvencia hasonlésdg alapjan azonositottuk az Uspl4
Drosophila  ortologjadt és  DmUspld-nek  neveztik.
Génexpresszios vizsgalattal megallapitottuk, hogy a DmUspl4
expresszidja nagymértékben megemelkedik a DmUsp5
hianyaban. Ezzel el0szor szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy
az ubikvitin stressz soksejtes szervezetekben is eldfordul és a

DmUsp5 hidnya ennek a folyamatnak az aktivaldsadhoz vezet.
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9. Elesztd vizsgalatokbol ismert, hogy a monoubikvitin készlet
kimeriilése kiilonosen érzékennyé teszi a sejteket kiilonbozo
vegyliletekkel, példaul a transzlaci6 gatld szerekkel szemben.
Kimutattuk, hogy DmUsp5 esetében, mar a gén egyik
cikloheximiddel szemben. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az DmUsp5 nélkiilozhetetlen az ubikvitin homeosztazis
fenntartasaban, funkciojanak kiesése ubikvitin hidnyhoz vezet. A
proteaszOma alegységek expresszidjanak megemelkedését is
kimutattuk, amely az ubikvitin haztartas felborulasabol fakado

proteaszoma stresszvalaszt jelzi.



5. Osszefoglalés

Eredményeinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy 45 DUB
gént azonositottuk Drosophildban, amelyeknek tébb mint fele
nélkiilozhetetlen az allatok egyedfejlodéséhez. A létfontossagu gének
kozul hétnek a hianya vezet abnormalisan magas apoptozishoz. Ezek
kozll az egyik az evoluciésan konzervalodott DmUsp5, amely az
ubikvitinek UGjrahasznositasa révén nélkilozhetetlen a sejt szabad
ubikvitin keészletének a fenntartdsahoz. Hianyaban a sejt ubikvitin
egyensulya felborul és jelentés mértéki ubikvitin stressz 1ép fel. A
sejt monoubikvitin készlete normal koérilmények kozott is limitalt,
ezért a kiilonboz6 ubikvitilacioval szabalyozott folyamatok
versengenek érte. A Korlatozott mennyiségli szabad ubikvitin az, ami
a szabalyozott fehérjelebontast 6sszekapcsolja az egyedfejlodéssel €s
az apoptdzissal, azéltal hogy ezeket az ubikvitilacioval szigortan
szabalyozott folyamatokat egymastol kdlcsondsen fliggdve teszi. A
DmUsp5 funkcidvesztéses mutansokban tapasztalt pleiotrép hatasok
Osszessége arra utal, hogy az apoptotikus folyamatok indukcidja az

ubikvitin-egyensuly felborulasanak kdvetkezménye.
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