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Fiiggelék



Roviditések jegyzéke

AAA: ATPases Associated with diverse cellular Activities
ATXN3: Ataxin3

ATXN3L: Ataxin like3

ATP: Adenosine triphosphate

AD: Alzheimer disease

APP: Amyloid-beta precursor protein

BAC: Bacterial artificial chromosome

BAP: BRCA-associated protein

BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor
BRCA: Breast cancer susceptibility genes
CFP: Cerulean fluorescence protein

CP: Core particle (20S proteaszoma alegység)
CSNS5: COP9 signalosome subunit5

CSN6: COP9 signalosome subunit6

DNS: Dezoxiribonukleinsav

DUB: Deubiquitinase

EDTA: Ethylenediamine-tetraacetic acid

ER: Endoplasmic reticulum

ERAD: Endoplasmic reticulum associated degradation
FDA: Food and Drug Administration

GFP: Green fluorescent protein

Gly: Glycine

HD: Huntington’s disease

HDh: Huntington’s disease homolog

HSP: Heat shock protein

Hitt: Huntingtin (gén)

HTT: Huntingtin (fehérje)

JAK-STAT: Janus kinase/signal transducer and activator of transcription



JAMM: JAB1/MPN/Mov34 metalloenzimek
JOSD: Josephin domain-containing protein
MAPK: Mitogen-activated protein kinase
MBD: Membrane biding domain

mH1t: mutant huntingtin (gén)

MINDY: MIU-containing novel DUB family
MPN domén: Mprl, Padl N-terminalis domén
NF-k.B: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
OTU: OTU domain containing proteases

PD: Parkinson’s disease

PCR: Polymerase chain reaction

PrP: Prion protein

RISC: RNA-induced silencing complex
RNaz: Ribonikleaz

RNS: Ribonukleinsav

RP: Regulatory particle

Rpn: Regulatory particle non-ATPase

Sb: Stubble

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

UAS: Uptream activating sequence

Ub: Ubikvitin

UCH: Ubiquitin C-terminal hydrolase

UPS: Ubiquitin-proteasome system

USP: Ubiquitin specific proteases

ZUFSP: Zinc finger with UFM1-specific peptidase domain protein
UBP: Ubiquitin binding protein

VEGEF: vascular endothelial growth factor
WNT: Wingless and Int

YAC: Yeast artificial chromosome



1. Irodalmi attekintés

1.1. Neurodegenerativ betegségek:

A neurodegenerativ rendellenességek széles korben elterjedt 6rokletes vagy sporadikus
megjelenésii betegségek, melyeket klinikai megjelenésiik alapjan osztalyozzak. Altalaban
kognitiv és viselkedési zavarok, valamint gyakran specifikus fehérje felhalmozodas jellemzd
rajuk. Ilyen fehérje felhalmozodas figyelhetd meg példaul az Alzheimer-kor (amiloid-B
aggregatumok), a Parkinson kor (alfa-synuclein), a Creutzfeldt-Jakob kor (PrP) és a Huntington

kor (Htt aggregatumok) esetében is !

. Kozos jellegzetességiik tovabba a mitokondrialis
funkciok sériilése, az érintett agyteriilettdl fliggden progressziv neuronalis diszfunkcid, oxidativ
stressz, proteotoxikus stressz, és az ezzel jard ubikvitin-proteaszéma rendszer valamint az
autofagoszoma/lizoszoOma rendszer miikodési zavara. A betegségek korai diagnosztizalasara

szolgalé megbizhatd biomarkerek keresése a mai napig intenziv kutatdsok részét képezik .

1.1.1. A Huntington-kor:

A Huntington-kér (HD) egy progressziv, domindnsan 0roklédé neurodegenerativ
betegség, melynek kezdeti tiinetei altalaban 30-50 éves korban jelentkeznek ¢és a tiinetek
megjelenését kdvetden atlagosan 18 éven beliil a beteg halalahoz vezetnek 3°. A Huntington-
kort 6nallo betegségként George Huntington irta le 1872-ben, akkor még chorea-ként emlitve.
A chorea elnevezés a vitustancra utal, melyet az akaratlagos izmokat érintd gorcsos mozgas
jellemez '°. A motoros tiinetek mellett kognitiv zavarok, demencia, szellemi leépiilés,
pszichiatriai problémak jellemzdek, a betegek gyakran szoronganak, depresszidoban szenvednek
. Tovéabbi tiinetként eléfordulnak hallucinaciok, ingerlékenység, kdvetkezetlen
szemmozgasok, egyensuly- ¢és jaraszavarok, késleltetett reakcioidd, altalanos gyengeség,
beszédhibak. Ezek a tiinetek hosszabb tavon jelentds sulycsokkenéshez, jaras- ¢és
beszédképtelenséghez vezetnek, végiil a mindennapi tevékenységek onallo elvégzése
lehetetlenné vélik '2. A betegségre jellemzd a stridtum kodzepes tiiskés neuronjainak és a

nagyagykéreg neuronjainak pusztulasa '* (1. dbra. '#).



Egészséges agy HD agy

Agykamra Megnagyobbodott
: agykamrak

Bazalis Az agyszovet és bazalis
ganglionok ganglionok sorvadasa

1. Abra. Az egészséges és HD agy keresztmetszeti abraja. (Tanese, 2017 alapjan 14)

vissza 1316, Az egészséges Hit gén elsé exonjaban 9-35 CAG ismétlddés talalhatd. Az ennél
hosszabb CAG ismétlédést hordozod génrdl képzddd fehérje N-termindlis része egy koros
poliglutamin expanziét tartalmaz 8. A CAG ismétlddések szdma és a betegség idébeli
megjelenése kozott szoros Osszefiiggés van. Minél hosszabb CAG repeat talalhat6 a Hif génben,
annal fiatalabb korban jelentkeznek a kezdeti tiinetek. Az esetek tobbségében a mutans Hit
(mHtt) heterozigdta formaban van jelen, de feljegyeztek homozigbta eseteket is, ez a tiinetek
megjelenésének idejét nem befolyasolta. Ezek a klinikai esetek azt mutatjdk, hogy a mH#t
génrdl képzddo fehérje el tudja latni az élethez nélkiilozhetetlen funkcioit 7. Egérkisérletekben
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a Hit gén teljes funkcidvesztése embriondlis letalitdst okozott °, vagyis milkodése

fenotipust '°, de ha egy mHtt gént vagy mHtt gén fragmentet bejuttattak egy egészséges
egérgenomba, mely két vad tipust Htt allélt hordozott, jelentkeztek a jellegzetes HD tiinetek 2%
22 Mindezek alapjan tgy tiinik, hogy magat a betegséget nem a HTT fehérje miikodésének

hianya, hanem a mHTT mutéans funkcio nyerése okozza.

A Htt gén egy 348 kDa méretli fehérjét kodol. Leginkabb tanulmanyozott része az N-
terminalis régidja, amely a poliglutamin ismétlédést hordozza. Ezt megeldzi egy 17 aminosavas

szakasz, illetve kozvetlen utana kovetkezik egy prolin gazdag régio. A poliQ és prolingazdag



régid nagy valtozatossdgot mutat a human populacioban. A HTT fehérje egy HEAT repeat-ekbol
felépiild fehérje, mely szdmos kaszpdz hasitd helyet és poszttranszlaciés modositdé helyet
hordoz *** (2. 4bra*’). A HEAT repeat motivumok két antiparallel alfa hélixbdl és az éket
0sszekotd hurok régiobol allnak, feladatuk a fehérjék rugalmassaganak biztositasa.
Elnevezésiik négy funkcionalisan jellemzett fehérje utan tortént melyekben azonositottak dket

(Huntingtin, Elongation Factor 3, Protein phosphatase 2A, TOR1) 2.

A vad tipusat HTT fehérje tobb fontos funkciot is betdlt. Kolcsonhat transzkripcids
faktorokkal, szerepet jatszik a transzkripcid szabalyozasaban, példaul a BDNF (agyi eredetii
neurotrop faktor) termelésében, ezaltal fontos szerepet tolt be a neuronok életének

szabalyozasaban®’.

Kapcsolatban 4ll az endo-exocitdzis rendszerrel, igy szerepe van a
szinapszisok miikodésében, emellett a dynein, kinesin fehérjékkel is kapcsolatban all és szerepe
van az axonalis transzportban. Mindezeket figyelembe véve, fontos funkcioja lehet az agy

fejlédésében és homeosztazisanak fenntartasaban 2527,

HEAT repeat-ek
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2. abra. AHTT fehérje sematikus képe és poszttranszlaciés modositasai. (Ross, 2011

alapjan %)



A mHTT patologias hatasat valoszinlileg a még nem aggregalddott szolubilis mHTT
oligomerek ¢s az aggregatumai egyiitt hatdrozzak meg. A mHTT korai transzkripcids zavart,
szinaptikus diszfunkcidt, proteaszoma diszfunkciot, oxidativ kéarosodast, mitokondridlis
diszfunkciot, extraszinaptikus excitotoxicitast valt ki 2. A vad tipusa HTT a citoplazméaban
lokalizal6do, szolubilis fehérje, melyeknek nagyjabol a fele membran-asszocialt
(plazmamembran, endoszomak, endoplazmatikus reticulum (ER)), illetve szinaptikus helyek
kozelében helyezkedik el. Kimutattdk, hogy nagy affinitast mutat a foszfatidil-inozitol-
foszfatokhoz, igy a membranok foszfolipidjeivel valo interakciokon keresztiil hatassal van a
membranok miikddésére 2*. Ahogy a vad tipusa HTT, tigy a mHTT is direkt kapcsolodik a
mitokondriumok kiilsé membranjaval, de utobbi zavart okoz annak mikodésében ° és

indukalja a mitokondrialis fragmentaciot 3!

Ahogy a szolubilis mHTT oligomerek, ugy az aggregalodott mHTT is befolyassal van
az idegsejtekben foly6 ¢€lettani folyamatokra. A citoplazmatikus aggregatumok tgynevezett
mag-héj szervez0dést mutatnak. Az aggregatumok szervezddése soran eldszor kialakul a polyQ
aggregatum mag, majd a periférigjan (héj) kolcsonhatasokat alakit ki citoplazmatikus
fehérjékkel 32 és organellumokkal *. Az aggregatumok periféridjan 1évé ER is szerkezeti
valtozasokat mutat, ugynevezett rozettak alakulnak ki, melyek fehérje felhalmozodast jeleznek
SER-ben. ER fehérjék nincsenek az aggregatumokban, vagyis ER fehérjéket nem kot meg, de
atrendezddést valt ki az ER haldzatban. Az aggregdtumok periféridjan kimutattak pl. a BiP
chaperont, ami az ER 6 stressz fehérjé¢je. Az ER miikddésének ilyen mértékii zavardsa

citotoxikus a sejtekre nézve *.

Az utdbbi években egyre tobb genetikai betegség kapcsan kaptak lehetOséget a
génterapias modszerek, igy a HD-ndl is biztato kisérletek folynak ezzel kapcsolatban. Tobb
ilyen torekvés is folyamatban van. Az antiszensz oligonukleotidok alkalmazdsaval mRNS
szinten csOkkenthetdé a képz6d6 mHTT, a keletkez6 DNS-RNS hibridben az mRNS
degradicidja a nuklearis RN4z H-val valosul meg 2. A legtijabb tanulmanyok szerint korai HD
pacienseknél pozitiv hatast tudtak kimutatni a tominersen nevii antiszensz oligonukleotidokon
alapul6 terapias szerrel. A Tominersen tesztelése jelenleg a méasodik klinikai fazisban van %,
Torekvések vannak siRNS 4ltali géncsendesitésre, ami hasonl6 az el6z6 technikahoz, de a dupla
szalo RNS degradacidja a RISC komplex segitségével valosul meg. Ez az eljaras a
gyogyszerfejlesztés preklinikai fazisdban van. A génterapids eljarasok koziil a cink-ujj terapia
tinik eddig a legbiztatobbnak, szintén a gyodgyszerfejlesztés preklinikai fazisdban van.

Pozitivuma, hogy a kisérletek soran a mHTT szintjét kozel 50%-kal csokkentette, a vad tipust
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HTT szintje viszont valtozatlan maradt *°. A cink-ujj fehérjék mesterséges fuzios fehérjék,
melyek kétféle feladatot ellatd egységgel rendelkeznek. Egyrészt fel kell ismerniik egy
meghatarozott DNS szakaszt, ezt 3-4 cink-ujj fehérje motivum biztositja. Masrészt hordoz egy
funkcionalis domént, ami a bioldgiai aktivitasaért felelés. Ez a domén lehet pl. DNS-t hasito
nukledz, vagy génexpresszidt szabalyozd transzkripcios faktor. A folyamat Iényeg az, hogy
csokkentik a célzott gén expresszidjat. Hatranya a cink-ujj fehérjéknek, hogy nem elég
kiszdmithatoak, nehéz megakadalyozni, hogy més génekhez is kotddjenek 3637, Az
Ossejtterapiaban is vannak lehetdségek, egerekben sikeriilt dssejteket differencialtatni tiiskés
neuronokka, ami az elpusztult idegsejtek potlasara lehetne megoldas, de fenotipusos javulast
nem tapasztaltak 3%°. Bar reményt adnak a génterapias modszerekben rejlé lehetéségek, valodi
gyogymodot ezidaig nem sikertiilt taldlni, csupan tiineti kezelések érhetdek el. Ezek leginkabb
antipszichotikumok, antidepresszdnsok, valamint a chorea tipusii mozgasok gatlasara szolgalo

tetrabenazin '2.

1.1.2. Az Alzheimer-kor:

Az Alzheimer-kér (AD) a legismertebb, demencidval jaré neurodegenerativ korkép, ami
jellemzéen 65 éves kor felett alakul ki. Altaldban sporadikus megjelenést mutat, de
eléfordulnak familiaris, 6rokl6d6é formak, melyeknél joval korabban mutatkoznak a betegség
jelei. Jellegzetes tlinetei a kognitiv zavarok, memoriavesztés, a tajékozodas képességének
elvesztése, az 11j informaciok megjegyzésének nehézsége, viselkedésbeli valtozasok, ami féleg
agressziOban, ingerlékenységben nyilvanul meg. Kialakuldsat genetikai faktorok mellett
kornyezeti tényezok is befolyasoljak, mint a stressz, alvaszavarok, az életmod (pl. dohanyzas,

fizikai aktivitas), egyéb betegségek mint a diabétesz, elhizas és a kardiovaszkularis betegségek
2,40

A kutatasok kozéppontjdban a genetikai mutaciok kovetkeztében kialakuld formak
allnak, melyek az amiloid béta prekurzor protein (APP) és presenilin (PS) géneket érintik !. Az
Alzheimer-kér neuropatoldgiai tiinetei kozé tartozik az amiloid plakkok megjelenése az
agyban, melynek kialakuldsaért az APP protein processzalasa soran képz6d6 amiloid-f peptid
felhalmozodasa a felelds. Az APP transzmembréan glikoprotein feldolgozésa soran keletkezd
proteinek kritikusak a normal szinaptikus plaszticitishoz, a memoria kialakitdsidban *! és

feltételezések szerint fontos szerepiik van a neuronok védelmében az 6regedés soran *2. Az

APP-t a nem amiloidogén Utvonalon az a-szekretaz hasitja el az amiloid-f szekvencidjan beliil,
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igy kizarja az amiloid-p képzoédését. gy keletkezik egy sAPP o (a-szekretalt APP) és egy
CTF83 koztitermék (83 aminosavas karboxiterminalis fragment). A CTF83 tovabbi hasitasat a
v-szekretdz végzi, igy keletkezik a P3 és az AICD (APP aminotermindlis intracelluléris
doménje) fragment. Az APP amiloidogén utvonalon torténd processzalasa sordn a B-szekretaz
hasitja el az amilod-B szekvencian kiviil, igy amikor a sAPP B (B -szekretalt APP) mellett
keletkezd CTF99 (karboxiternindlis fragment 99) koztiterméket a y-szekretaz elhasitja, az
AICD mellet 1étrejon az amiloid-B peptid (3. abra) **. Az amiloid-Pi.42 kevésbé oldhato peptid
és képes plakkokat képezni ¥, Egészséges koriilmények kdzott az amiloid-Bi-42 a keletkezd
amiloid-f peptidek csupan 10%-4t teszik ki, amit downstream protedzok elbontanak. Az APP
génben torténd mutaciok fokozzdk a beteg forma képzodését 7. A vy-szekretdz komplex
Presenilin transzmembran alegysége (PS1 és PS2) aktivan részt vesz az APP processzalasaban,
igy a presenilin génekben torténd mutacidé a y-szekretdz funkcionalis zavarat okozza, ami
szdmos downstream szignalizacios Utvonalat érint. A nem megfeleléen miikodd y-szekretaz

nem képes hasitani az APP fehérjét, ami egy részlegesen emésztett amiloid-f peptid
48,49

sAPPa sAPPB
Degradacio
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EEEEERED o6
Aggregacio
U CTF83 CTF99
AICD AICD
! J L J
T |
Nem amiloidogén utvonal Amiloidogén atvonal

3. abra. Az APP protein processzalasinak sematikus abraja. (Salminen 2013.

alapjan*4)

Az Alzheimer-kor masik jellegzetes neuropatologiai tiinete az abnormalisan

hiperfoszforilalt tau fehérje 4ltal alkotott intracellularis filamentum halézatok *°. A tau fehérje
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a mikrotubulusok 0Osszeszerelodésében ¢és fenntartasaban jatszik kritikus szerepet. A
hiperfoszforilalt tau nem képes a tubulin megkotésére, ami elengedhetetlen a mikrotubulusok
Osszeszereléséhez, viszont az egészséges tau fehérjéhez ¢és a mikrotubulus-asszocialt
fehérjékhez konnyen kotédik, ezaltal a citoszkeletdlis mikrotubulusokat is megkdti €s
aggregatumokat formal 3%, Ezen kiviil ez a koros foszforilacié befolyasolja a tau
lokalizaciojat, amivel hozzajarul a szinaptikus diszfunkcidhoz >*. Az Alzheimer kor jellegzetes

elvaltozasai a 4. 4bra sematikus képén lathatoak >.

_.._.o—_'.l

Amiloid-B  Amiloid-B  Amiloid-B
monomer oligomer ﬁbrillumok1

APP

Y 28 .
-
| - Tau » P-Tau

Tau kotegek

Kolinerg
neuron

4. abra. Az Alzheimer-kér okozta elvaltozasok az agyban. (Madnani, 2023 alapjan®®)

Az Alzheimer kor hasonldan a tobbi neurodegenerativ betegségekhez, gyogyithatatlan,
a beteg fokozatos allapotromlasaval jar. A tlinetek enyhitése céljabol gyodgyszeres kezelések
elérhetdek, mint példaul a demencia elleni gyogyszerek, illetve a betegség korai stadiumaban

alkalmazhat6 anti-amiloid antitestek °.
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1.2. Az ubikvitin-proteaszoma rendszer

Az egészséges sejtekben a rossz térszerkezetli, hibas fehérjék, valamint a mar
sziikségtelenné valt fehérjék lebontasat az ubikvitin-proteaszoma rendszer végzi, amit tobb
enzimcsoport 0sszehangolt mitkddése biztosit. A proteaszomalis lebontashoz a szubsztratokat
egy kis méretii, 76 aminosavbol allo ubikvitin (Ub) fehérjével jeloli meg a sejt, amely soran az
ubikvitin C-terminalisanak glicin oldallancan keresztiil kovalensen kotddik az adott fehérje
lizin aminosav oldallancdhoz. Az Ub a hagyomanyostol eltér6 modon is kapcsolodhat a
szubsztrat fehérjéhez tioészterkotéssel cisztein, észterkotéssel szerin- €s treonin aminosav
oldallancokhoz vagy peptidkdtéssel a fehérje N-terminalisanak aminocsoportjahoz °’. Az Ub
jel nem csak a proteaszomalis fehérjelebontashoz sziikséges, altaluk szamos, a sejt €leté¢hez
nélkiilozhetetlen folyamat szabélyozasra keriil, mint az intracellularis fehérjetranszport,
szignalizéacios folyamatok, az autofagia, a transzkripcio, transzlacié és a DNS kéarosodasra adott
vélasz *%. Az Ub jel sokféle lehet, igy monoubikvitinacié torténhet a fehérje egyetlen vagy
tobb aminosavmaradékan (ezt multiubikvitinacionak nevezik), illetve poliubikvitinacid johet
1étre a célfehérjéhez kapcsolddd Ub tovabbi ubikvitinaciojaval. Az ubikvitin hét bels6 lizinnel
rendelkezik (K6, K11, K27, K29, K33, K48 ¢és K63), attél fiiggden melyik lizinhez kapcsolodik
a kovetkez ubikvitin, mas mas funkciot tolt be a jel. Igy példaul lehet az elsé ubikvitin 48-as
lizinjén (K48), ez a jelzés a proteaszomalis lebontasra jeldli ki a fehérjét ®°, a K63 kapcsolodasa

ubikvitinlanc kinaz kaszkad utvonalakat aktivalhat ©!

, a K11 ubikvitinacio pedig a sejtciklus
soran egy alternativ degradicios utvonalat indit el 2. Az ubikvitinek a feladatuk ellatdsat

kovetden visszakeriilnek a szabad ubikvitin készletbe 3.

Az ubikvitinek aktivaldsa minden ubikvitint 1gényld folyamat elengedhetetlen 1épése,
igy a fehérjék ubikvitin-fliggd proteaszomalis lebontdsa soran is sziikség van ra. Ezt a feladatot
az ubikvitin aktivalé enzim (E1) latja el. Az ubikvitin a-karboxil csoportja ATP felhasznalasaval
atmenetileg adenilalodik, majd az E1 enzim tiolészter kotéssel kapcsolodik az ubikvitinhez. Ezt
kovetden az aktivalt ubikvitin E1 enzimrdl egy ubikvitin konjugal6é enzimre (E2) (méasnéven

1 %4, Az ubikvitinalo komplex harmadik tagjai

ubiquitin carrier protein) keriil at transztiolaciéva
az ubikvitin-protein ligdzok (E3), melyek felismerik a szubsztratot és adaptor funkciot is
betdltenek az ubikvitin-E2 komplex és a szubsztrat kdzotti interakcioban *°. Az E2 enzimek is
képesek a szubsztrat felismerésére és a megkotésére, igy valdszinibb, hogy az E3-mal
egyiittesen végzik el ezt a feladatot %*. Retikulocitakkal in vitro végzett kisérletek soran
megfigyelték, hogy bizonyos fehérjék (pl. a-globin) proteoliziséhez elegendd a

monoubikvitindcié ®. Azonban mas tanulmanyok szerint poliubikvitin jel sziikséges a
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proteaszomalis lebontashoz 7%, Egyes elméletek szerint az ubikvitin jel milyensége fiigghet a
fehérje jellegétol. Bizonyos fehérjék érzékenyebbek lehetnek a deubikvitinazokra, melyek az
ubikvitineket tavolitjak el a fehérjékrdl, igy sziikség van a poliubikvitin lancra, hogy esélyiik
legyen eljutni a proteaszomahoz, valamint a nehezebben denaturalodo fehérjéknek legyen

idejiik teljesen denaturalodni a proteaszoméhoz kdtédve 4.

Az ubikvitinekkel megjelolt fehérjéket a proteaszoma koti meg. A 26S proteaszéma egy
eukariotakban erdsen konzervalt, 2,5 MDa tomegli multikatalikus fehérjekomplex, mely a
poliubikvitinalt fehérjéket kis peptidekre bontja. Két alkomplexumra oszthatd, a 20S (core
particle, CP) alegység biztositja a katalitikus aktivitast, a 19S (regulatory particle, RP) alegység
pedig szabalyozo funkcidval bir. A 19S alegység fedél és alap részekre bonthat6. A fedélt 8 nem
ATPaz domén, az alapot 6 homolog AAA ATP4z és 3 nem ATP4az domén alkotja. 8 tovabbi nem
ATPaz alegység is kapcsolodik az alaphoz, ezek dinamikusan levalnak a proteaszomarol, majd
ujra kapcsolodnak. A 19S alegység egyik fontos feladata felismerni az ubikvitinalt fehérjéket
¢s denaturalni azokat, ugyanis a feltekeredett fehérje nem férne be a proteolitikus csatornaba.
A masik feladata megnyitni a proteolitikus csatorna felé¢ vezetd utat és a kitekert fehérjét
tovabbitani a megnyitott csatornan keresztiil a CP belsejébe . A 20S CP egy 4 gylir(ibol allé
hordé alaku struktira, melyet egyenként 7 alegység alkot. A két belsd gylirt tartalmazza a
proteolitikusan aktiv helyeket, melyeknek kaszpaz-, tripszin- és kimotripszin-szert aktivitasa
van °, A fehérje a CP lumenében végtermékké hidrolizalodik mielétt a kovetkezd szubsztrat
belépne a csatorndba, igy egy specifikus fehérjébdl eldallitott peptidek mintdzata idében stabil.
A proteaszomabol 3-23 aminosavas termékek tdvoznak ’!, amiket a proteaszoman kiviili
proteazok és aminopeptidizok bontanak le ">"3. Az UPS leegyszertisitett miikddése az 5. abran

lathat6 74,

A Huntington-kor és Alzheimer-kor esetében is kimutattak az ubikvitinek és a
proteaszoma 20S core alegységének jelenlétét a mHTT és az amiloid-f aggregdtumokban
737677 Ez arra utal, hogy ezeket az aggregalodé fehérjéket ubikvitinekkel megjeldli a sejt a
proteaszomalis lebontas céljabol. A poliglutamin tartalmu aggregalodo fehérjék, mint a mHTT
fehérje, bizonyitottan ellendllnak a proteaszoma altali fehérje lebontdsnak, ubikvitinalt
formaban felhalmozddnak, ezaltal megakadalyozzdk az ubikvitinek tjrahasznositasat és

zavarjak a proteaszoma miikodését 8

. Alzheimer-kor sejtkultura modellben igazoltak, hogy az
amiloid-f aggregatumok jelenlétében csdkken a szabad ubikvitinek mennyisége, ami szdmos

fontos folyamat sériilését okozhatja és a neuronok életképességét jelentdsen rontja °. Ezek
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alapjan elmondhato, hogy a neurodegenerativ betegségek patomechanizmusdban szerepet

jatszik az UPS miikddésének zavarasa.

B
Ubikvitin
DUB-ok ltali ¢ felismerése
Ub
RP felszabaditas Bl

@ ‘/ kitekerése

‘ Fedél (Nem ATPaz alegység)

Szubsztrat : :
import == Alap (Nem ATP4z alegység)

CP
& Alap (ATPaz alegység)

Szubsztrat
proteolizis [ P o alegysége

— 8 CP B alegysége
ermé
RP felszabadulasa

26S Proteaszéma Szubsztrat lebontas

5. abra. Az ubikvitin-proteaszoma rendszer miikodése. A 26S proteaszoma strukturdja
¢s szervezddése (A) valamint a szubsztrdt lebontds sematikus abrazolasa (B).

(Sadanandom, 2012 alapjan )

1.2.1. A deubikvitinazok

A fehérjék poszttranszlacidos modositdsai, mint az ubikvitinacié fontos jelként
szolgalnak a szerepiik betoltésé¢hez. Az ubikvitin kdtddése a fehérjékhez reverzibilis, vagyis ha
ellatta a feladatat, felszabadul és tjrahasznosul. Az ubikvitint igénylé folyamatok
,versengenek” a szabad monoubikvitinekért, melyek véges szamban vannak jelen a sejtekben.
Ezen kis peptidek eltavolitasat a fehérjékrdl a deubikvitindz (DUB) enzimek végzik, ezaltal
kulcsszerepiik van az ubikvitinek ujrahasznositisdban. igy azaltal, hogy a szabad ubikvitin
szintet fenntartjadk, minden olyan folyamatban fontos szerepiik van, amihez ubikvitinek is
sziikségesek. Igy példaul szerepiik van a jelatviteli folyamatok szabalyozasaban, a szinapszisok
milkddésében *°, a DNS-hibajavitasban, a proteaszomalis fehérje degradacioban, a fehérjék
feleletidejének szabalyozasaban, a fehérjék lokalizacidjaban, egyes enzimek aktivitasanak

szabalyozasaban és egyes él6lények esetében az ubikvitinek szintézisében. *.
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6. abra. Az aktiv human DUB-ok és felosztasuk. (Pinto-Fernandez, 2019 alapjan®®)

Kozel 100 human DUB-ot azonositottak, melyeket szerkezetiik alapjan két nagy
csaladba sorolnak. Az egyik csaladba a papain tipusu cisztein protedzok tartoznak, ezen a
csalddon beliil a legujabb kutatdsok szerint hat alcsalddod kiilonitiink el. Ide sorolhatdéak az
ubikvitin specifikus protedzok (USP) 60 human képviseldvel, az ubikvitin C-termindlis
hidrolazok (UCH) 4 taggal, az ovarium tumor proteazok (OTU) 17 képviseldvel, a Josephin
alcsalad 4 képviseldvel, a nemrég azonositott MINDY alcsalad szintén 4 taggal, valamint a
legutobb felfedezett alcsaldd a cink-ujj tartalm ubikvitin peptiddzok (ZUFPs) egyetlen
képviseldvel. Egy 0©nallo csaladot alkotnak a 12 tagot szdmlalo cink-fiiggé JAMM
metalloproteazok 3'* Az 5. 4bran az aktiv humian DUB-ok felosztasa lathatd a tagokkal

feltiintetve 8°.

1.2.1.1. Az ubikvitin specifikus proteazok

Az USP csalad a DUB-ok legnépesebb csalddja, katalitikus doménjiikk erdsen
konzervalt, egy cisztein, egy hisztidin és egy aszparaginsav alkotja. Az ubikvitin-szubsztrat
izopeptidkotés elhasitasahoz a cisztein nukleofil agensként miikddik és biztositja a reaktiv tiol
csoportot. A cisztein depolarizalasat a hisztidin segiti, majd ezt a hisztidint a triad harmadik

tagja polarizalja azéltal, hogy hidrogén kotést képez vele. A nukleofil timadas utan egy tioészter
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intermedier keletkezik, aminek hidrolizisével regenerdlja magat az enzim 3% Katalitikus
doménjeik mellett egyéb doméneket is hordozhatnak, melyek befolyasoljak az aktivitasukat és
a lokalizaci6jukat ®°. Tobb képviseldjiikkben megtalalhaté egy UBP tipusu cink-ujj domén, ami
felismeri a Gly-Gly motivumot az ubikvitin szabad C-terminalis végén, ez szelektivitast biztosit

és fontos az optimalis katalitikus aktivitasukért 6.

Az USP csaléad tagjai szamos, az ¢lethez nélkiilozhetetlen folyamathoz kothetdek, mint
példaul az USP1 a DNS repairhez ¥%. Az Usp7 (méasnéven Hausp) olyan fontos jelatviteli
folyamatokhoz kapcsolodik, mint a MAPK (mitogen-activated protein kinase), a JAK-STAT
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription), a VEGF (vascular endothelial
growth factor) és a WNT (wingless) utvonalak °°. Kimutattak, hogy az Usp7 delécidja
egerekben korai embriondlis letalitdst okoz, vagyis nélkiil6zhetetlen az egyedfejlédés folyaman
is a proliferaci6 és differencialodas soran °!. Ezen kiviil a Drosophila melanogaster-ben az Usp7
a guanozin 5’-monofoszfat szintetdzzal egyiitt felelds a pS3 tumorszupresszor és a H2B hiszton

deubikvitinacigjaért. Utobbi kapcsan igy fontos szerepe van az epigenetikai géncsendesitésben
92

1.2.1.2. Az ubikvitin C-terminalis hidrolazok

Az USP csaladhoz hasonlo katalitikus tridd az UCH csaladnal is megtalalhat6 azzal a
kiilonbséggel, hogy a katalizisben egy glutamin is részt vesz. ®°. A csoport tagjai kozott szamos
igen fontos funkcioval bir6 DUB talalhatd, mint az UCH-L1, melynek egyik f6 feladata az
ubikvitinek visszaforgatasa az UPS részeként *°. Az egyes ubikvitinek C-terminalisanal
hidrolizalva szabaditjak fel az ubikvitin monomereket. Az UCH-L1 az agyban 1év6 fehérjék 1-
2 %-t kiteszik, vagyis nagy szamban vannak jelen. Tobb neurodegenerativ betegséggel is
Osszefliggésbe hoztak, leginkabb hidrolaz aktivitdsanak csokkenését emelték ki Alzheimer-kor
és Parkinson-kor esetében 4. Leirtak olyan familiaris ritka PD format, ahol hidrolaz
aktivitasukban gatolt UCH-L1 formak voltak jelen *°. Tovabbé a 7-es és a 8-as exont érintd
delécios formak szintén a hidrolaz aktivitdsat gatoljak, és egy recessziven oroklodo
neurodegenerativ betegséghez vezetnek (gracile axonal dystrophy), ahol progressziv axonalis
degeneracio6 figyelheté meg 6. Nemrégiben felfedezték, hogy Ub-Ub ligaz aktivitasa is van,
ami az alfa-synuclein-Ub konjugitumokhoz képes ubikvitint csatolni a 63-mas lizinen

keresztiil. Errdl azt feltételezik, hogy gatolja a 48-as lizinen torténd ubikvitinaciot, ezéltal az

crer
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7. Ezen kiviil rdkos sejtvonalakon végzett kisérletekben eldsegitette a tumorok progresszidjat
98

Az UCH csalad egy masik képviseldje, a BAP1 (BRCA-associated proteinl)
tumorszupresszorként ismert, csirkeembriokkal in vivo végzett kisérletekben kimutattak, hogy

crer

esetében kimutattak funkcionalis mutans formajat, ami szintén alatamasztja antitumor hatésait
100-103

1.2.1.3. Az ovarium tumor proteazok

Az OTU csalad tagjai ovarium tumor domént tartalmaznak, innen ered az elnevezésiik.
Katalitikus doménjiik er6sen konzervalt, stabilitdsat egy hidrogénkotd halozat teszi lehetdveé.
Az ubikvitin lancok kdotései tekintetében valtozatos specificitast mutatnak. Koziiliik hat DUB
csak egyféle kotésre specializalodott, igy a Cezanne/OTUD7B, Cezanne2 a K11 kdotéseket
preferélja, mig az OTUD4 és OTUB1 a K48-ra, az OTUD1 a K63-ra, az OTULIN pedig a Metl
kotésre specifikus. Négy OTU DUB kétféle szubsztratcsoportra specializalodott, az OTUD3 a
K6 és K11, az A20 és VCPIP a K11 és K48, az OTUDS pedig a K48 és K63-mas kotéseket
preferalja. A csalad négy tagja ennél tobb kotést képes felimerni, ezek az OTUD2 (YODI1),
OTUD6A, OTUB2 és TRABID ',

Az OTU csaldd tagjai a szignalizacidés utvonalak regulatorai, mint az NF-x.B
szignalizacios ut (A20, Cezanne, OTULIN) 9106 " a7 interferon szignalizacio
(DUBA/OTUDS) %7, a p97 medialta folyamatok (YOD1/OTUD?2 és VCPIP) %1% yalamint a
DNS karosodasra adott valaszok (OTUBI1) !,

1.2.1.4. A Josephin csalad

A Josephin csalad masik elnevezése az MJD vagy Machado-Joseph Disease domént
hordozo proteazok. Neviiket a Josephin katalitikus doménrdl kaptak, melyet mind a négy tagja
hordoz. Tagjai cisztein proteazok, a JOSDI1, JOSD2 (Josephin domain-containing protein 1 €s
2), Ataxin3 (ATXN3), és Ataxin3-like (ATXN3L). Legismertebb képviseldjiik az Ataxin3,
aminek muticidja okozza a Machado-Joseph neurodegenerativ betegséget, masnéven a
spinocerebellaris ataxia 3-mat. Hasonl6an a Huntington-kérhoz, ennél a betegségnél is egy
CAG expanzi6 alakul ki az ATXN3 génben és a rola képzddo fehérje aggregatumokat képez
H2H3 A Josephin csaldd masik tagja, az ATXN3L DUB potencilis terdpias célpont lehet az
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emlorak kialakulasadban, ugyanis emldrak sejtvonalakon végzett kisérletekben kimutattak, hogy

az ATXN3L gatolja a Kriippel-like faktor lebomlasat, ami kedvez a rakos sejtek

crer

1.2.1.5. A MINDY csalad

A MINDY (MIU-containing novel DUB family) egy kevésbé jellemzett 1j DUB csalad,
melyet K48 kapcsolt ubikvitinekre specifikus cisztein protedzok alkotnak. Mindegyikiik hordoz
egy helikalis struktiraval rendelkez6 monoubikvitin kété MIU motivumot (motif interacting

with ubiquitin)®!. A MINDY 1 és a MINDY 2 kristanyszerkezetét 2021-ben hataroztidk meg ''°.

1.2.1.6. A ZUFSP csalad

Az utolso cisztein proteaz DUB csoport a ZUFSP, amit egy 2018-as tanulmanyban
publikaltak, mint hetedik DUB csaladot. Két ubikvitin k6té domént azonositottak benne, a ZHA
domént (ZFSP helikalis karja), amely a disztalis ubikvitineket, és egy atipikus UBZ domént
ami poliubikvitin lancot kot. Mindkét domén esszencialis a K63 kotott poliubikvitin lanc
szelektiv hasitdsdhoz. A ZUFSP a DNS sériiléseknél lokalizalodik, ahol valdsziniileg szerepet
jatszik a genom stabilitasi utvonalakban, fontos funkciot tolt be a spontan DNS karosodasok
megeldzésében, valamint eldsegiti a sejtek talélését az exogén DNS karosodéasra adott

vélaszban jatszott szerepével 16117,

1.2.1.7. A JAMM metalloproteazok

A JAMM domént tartalmazo csalad katalitikus doménjében egy cink ion foglal helyet,
melynek stabilitdsat egy aszparagin, egy hisztidin és egy szerin biztositja. A cisztein
proteazoktol eltérden, ahol kovalens kotés jon létre a DUB és a szubsztrat kozott, a JAMM
proteazok a cink ionhoz kotott, polarizalt vizmolekula segitségével hoznak 1étre koztiterméket
a szubsztrattal hidrogén kotéssel. A cink ion stabilitdsit a JAMM doménben konzervalt
aszparagin és két hisztidin biztositja. Két egyedi inszerciot hordoznak (Ins1 €s Ins2), melyek az
ubikvitinalt szubsztrat felismerésében ¢s megkotésében vesznek részt. Jellegzetes doménjiik az
MPN (Mprl1/Padl N-terminal) domén. Attél fiiggéen, hogy JAMM motivumot tartalmaznak-e,
a JAMM metalloprotedzok két alcsoportba sorolhatdak. A 7 tagot szamlalo MPN+ csoport
rendelkezik cink koordinal6 JAMM motivummal €s izopeptidaz aktivitassal (AMSH, AMSH-
LP, BRCC36, sIF3h, Rpnll, CSNS), mig az 5 tagi MPN- csoportra ezek nem jellemzdek
(Abraxas, Abrol, CSN6, alF3f, Rpn8) ''*. Utobbi csoport minden tagja valamilyen
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tobbalegységes komplex részeit képezik és stabilizaljak azokat, de a MPN+ DUB-ok tobbsége
is nagyobb komplexek aktiv részei. Példaul az Rpn8 és Rpnll a 26S proteaszoma !!%120,
CSN5 és CSN6 a COP9 szignaloszoma 2!, a BRCA1 és Abrol a BRISC komplex részét

képezik 1?2

a

A BRCC36 két multiprotein komplex katalitikus alegysége. A BRCA1-A-nak, ami a
genom integritasat védi a DNS hibajavitas utvonalak szabalyozasa altal, és a BRISC
komplexnek, ami a stresszre adott sejtvalaszban €s az immunregulacidban vesz részt, valamint
szabalyozza a fehérjék lebontasat az endoszémalis-lizoszomalis utvonalakon. Mindkét
komplex a K63 kotott ubikvitin lincokra specifikus '2°. A két komplex kozotti legfontosabb
Osszetételbeli kiilonbséget a BRCC36 két scaffold DUB partnere adja, a BRCA1-A-ban az
ABRAXAS, mig a BRISC-ben az ABROI egésziti ki a BRCC36 miikodését 2.

Szamos DUB delécidja letalis embriondlis korban, vagy egyéb komoly defektust
okoznak egér modellekben *. Ezzel egyiitt és a kiragadott példakkal jol lathaté, hogy a DUB-
ok egy igen fontos enzimcsoport, melyek nem csak a proteaszoma altali fehérje degradacidhoz
szlikségesek, hanem szdmos egyéb létfontossagii feladatot is ellatnak és tobb komoly

betegségben is kiemelkedd szereppel birnak.

1.3. Allatmodellek a Huntington-kér tanulmanyozasiban

A neurodegenerativ betegségek patomechanizmusanak megértéséhez elengedhetetlen
az allatmodellek alkalmazasa. A kezdeti modellekben excitotoxicitast, és mitokondrialis zavart
kivalt6 anyagokat alkalmaztak, mint a kdinsav, a 3-nitropropionsav ¢és a kinolinsav, melyekkel
mimikalni tudtdk a mHTT altal kivaltott molekuléris defektusokat amik neuronpusztulashoz
vezettek a striatumban 2. A Htt gén 1993-ban torténd azonositasaval megnyilt a lehetdség a
transzgenikus modellek alkalmazasdhoz. Attol fliggden, hogy a mesterséges mHtt transzgén
mennyire felel meg az eredeti mH# miikodésének, harom f6 modellt kiilonithetiink el. Vannak
olyan modellek, melyek a mHtt gén elsd exonjat hordozzak, kiilonb6z6 hosszasagu poliQ
ismétlédésekkel, ami a mHit toxikussagat meghatarozza. Ezeknél jobban megfelelnek a
valésagnak azok a modellek, melyek a teljes human mHtt gént expresszaljak, sajat promoter és
regulator elemek szabalyozasa alatt. Végiil 1éteznek knock-in modellek, ahol a modellallat Hr¢
génnel azonos génlokuszaba torténik a betegséget okozd mutdcido beinszertalasa, ami
lehetdséget ad a valosagnak megfeleld expresszios koriilmények kozott kialakuld betegség

tanulméanyozasara®!1%°,
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1.3.1. Caenorhabditis elegans

A nematodak osztalyaba tartozd C. elegans szamtalan biologiai folyamat alapjainak
tanulmanyozasara alkalmas organizmus, Ugy mint az apoptodzis, a gén szabalyozasi
mechanizmusok, a sejtek metabolizmusa, az embriogenezis, a stressz Utvonalak, vagy az
oregedés mechanizmusa '?’. Laboratoriumi tenyésztése nagyon egyszerii, a kikelést kovetd
harom napon beliil 6nmegtermékenyitd felndtt allatta fejlédik, ami akar 300 utdéd nemzésére is
képes. Genetikailag konnyen manipulalhato és kiterjedt szekvenciahomoldgiat mutat az emlds
génekkel, ami lehetdséget ad a human betegségek tanulményozésara is. Teste atlatszo, ami
megkonnyiti a fluorescens fehérjéket kdodold transzgének segitségével tanulméanyozhato
folyamatok vizsgalatat az él6 allatban. Emiatt a poliQ betegségek, mint a HD modellezésére is
kivaloan alkalmas, ahol ez a tulajdonsdga az aggregéacios folyamatok nyomonkdvetését
jelentdsen megkonnyiti 128, Az elsé C. elegans transzgenikus HD modellben a Hit gén eltérd
poliQ ismétlédést hordozd N-terminalis részét expresszaltattdk az ASH kemoszenzoros
neuronokban. A patologids hosszisagi (Q150) poliQ ismétlddést expresszaldé ASH neuronok

progressziv degeneraciot és aggregatum felhalmozodast mutattak 2.

1.3.2. Drosophila melanogaster

A Drosophila  melanogaster ~vagy ecetmuslica a genetikusok kedvelt
modellorganizmusa. A gerinctelen allatok koziil a leginkdbb megfeleld allat a magasabbrendii

130 &5 a human

allatok modellezésére. Génjeinek 50%-a hasonldé a human génekhez
betegségeket okoz6 gének 75%-4nak van Drosophila homologja *!. Révid életciklusa soran
nagyszamu utdd létrehozasara képes, laboratoriumi fenntartdsa nem tul koltséges és

szobahOmeérsékleten is tarthato.

A Drosophila életciklusa 10-12 napig tart. A parzast kdvetden a ndstény a taptalajra
lerakja a megtermékenyitett petéket, ami akar naponta a 100 petét is meghaladhatja
néstényenként. Nagyjabol 24 ora elteltével a petékbdl kikelnek az L1 stadiumu larvak, amik 4
napig csak taplalkoznak és novekednek, ezalatt keresztiilmennek az L2-es és L3-mas larva
stadiumokon. Az L3 larvak ezutan megfeleld helyet keresnek a bebabozodashoz. A baballapot
4-5 napig tart, ezalatt a babban a fejlodo rovar teljes atalakuldson megy keresztiil, az imaginalis
diszkuszokbdl kialakulnak a felndtt allat szervei. A kikelést kdvetden a ndstények 24 dran beliil

ivarétetté valnak és nagyjabol két-harom hénapig élnek (7. abra )!3%!33,
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7. 4bra. A Drosophila melanogaster életciklusa. (Ong 2015 alapjan'®?)

Genetikailag konnyen manipulalhatd, ehhez ma mar sokféle technika all rendelkezésre.
Genetikailag és anatomiailag jol jellemzett organizmus, melybdl szamtalan mutans elérhetd.
Id6- ¢és szovetspecifikusan indukalhaté promoéterek allnak rendelkezésre a transzgének

kifejeztetésére, ami lehetéséget ad a betegségek specifikusabb modellezésére 2134,

8. abra. A GAL4-UAS rendszer sematikus abrazolasa és miikodése.

(Jeibmann 2009 alapjan'3?)
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Drosophila-ban a vizsgalni kivant transzgének szovetspecifikus kifejeztetésére a
legelterjedtebben hasznalt eszkdz a GAL4-UAS expresszios rendszer. A GAL4 egy ¢€lesztobol
szarmaz0 transzkripcios aktivator fehérje, mely a DNS-en 1évé UAS (upstream activating
sequence) aktivator szekvencidhoz koétddve indukalja az azt kovetd gén atirasat. A modszer
legnagyobb eldnye, hogy a két komponens kiillonvalaszthato, vagyis az egyik allat hordozza a
GALA4 aktivator szekvenciat, a masik allat az UAS szekvenciat a klonozott célgénnel. Az UAS
szekvencia mogé klonozott génrél mindaddig nem torténik expresszid, amig a GAL4 aktivator
nincs jelen, illetve a GAL4-et hordoz6 allatokban nincs célgén, amit aktivalhatna. Ez biztositja,
hogy a sziil61 vonalak ¢életképesek legyenek. A két vonal keresztezésébdl szarmazo utodok
mindkét komponenst hordozzak, és az aktivator jellegétol fligg, hogy mikor és milyen
szovetben indul el a gén atirdsa. Ez a mddszer lehetdséget biztosit a human vagy Drosophila

136 gy példaul neuronalis

fehérjék irdnyitott 1d6- és szovet specifikus expresszidjara
szovetekben torténd expressziora az elav-GAL4, minden szdvetre kiterjedd expresszidra a
daughterless-GAL4 driver alkalmazhat6, a GAL80™ represszor fehérjével kiegészitve a
rendszert pedig hémérséklet fiiggd indukciot tesz lehetévé 37138 A GAL4-UAS rendszer

miikodését a 8. abra mutatja.

Kozponti idegrendszert érintd betegségek modellezése esetén az adult 1égy agyat és
Osszetett szemét hatékonyan lehet tanulméanyozni. Fdleg az Osszetett szem nyujt konnytl
betekintést az agyat érintd degenerativ folyamatokba, ugyanis mikroszkdpban lathatéak a
szemet alkotd fotoreceptor neuronok fénygylijté szerkezetei, melyek szdma a neuronok
puszulasdval latvanyosan csdkken '¥. Minden ismert human neurodegenerativ betegségre
létezik Drosophila modell '*°. A Drosophila reprodukalni tudja az ezekre jellemzd tiineteket,
ugy mint redukalt élettartam, a tiinetek életkor fiiggd megjelenése, motoros defektusok, fehérje
aggregatumok megjelenése a neuronokban és neurodegeneracios folyamatok, vagyis az

idegsejtek pusztulasa'®!.

Az Alzheimer-kor familidris forméjanak tanulmanyozésara kétféle Drosophila modellt

dolgoztak ki. Az egyik modellben az amiloid-Bi4> fehérje termeltetésével “*71%° a maésik
modellben pedig a hibas térszerkezet felvételére hajlamos tau fehérje kifejeztetésével

vizsgalhatdak az AD-re jellemzé patologids elvaltozasok '46.

A Parkinson-kor modellezésénél a humén alfa-synuclein dopaminerg neuronokban
torténd expresszaltatasdval tanulmanyozhatéak a PD jellegzetes elvaltozésai €s tiinetei, mint a
viselkedési zavar, a dopaminerg neuronok pusztuldsa ¢és Lewy test-szerli fehérje
felhalmozodasok az idegrendszerben 147:148,
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A poliQ betegségek esetében szintén tapasztalhatd, hogy a patologias hosszasagu poliQ
fragment termeltetésével a human betegségekre jellemzd fenotipusok alakulnak ki ', A
legismertebb poliQ betegség a HD, amire szdmos Drosophila modellt 1étrehoztak '*°. A legtdbb
modell a human Hit gén els6 exonjat expresszalja patologias hosszisagi poliQ
ismétlédésekkel. A modellek kozott elsdsorban a poliQ ismétlddések szama tér el, illetve
lehetdség van a Htt-t GFP-vel vagy egyéb protein tag-ekkel fizionalni. Egy 2016-ban publikalt
tanulmanyban 128 glutamint kdédold (Q128) poliQ ismétlodést tartalmazod mH#t modellt
alkalmaztak, ahol cirkadian ritmus és viselkedésbeli zavart, a motoros képességek romlésat, a
neuronokban aggregatumokat valamint csOkkent ¢lettartamot figyeltek meg. A HD legelsd
tiinetei kozé tartozik az alvés-ciklus felboruldsa, amit ebben a Drosophila modellben is
tanulmanyoztak. A protein kindz A szignalizacio elnyomasaval csokkenteni tudtdk a mHTT
altal kivaltott larva kori letalitast és javitottak az alvas ciklusokban fellépd zavarokat, valamint
a mHTT fehérje altal redukalt medidn élettartamot is javitani tudtak. '*°. Egy masik Drosophila
HD modellben (UAS-mRFP.Htt.ex1.138Q) szintén leirtak az emlitett tiineteket, illetve leirtak a
neuronok puszuldsat az agyban €s a latdlebenyben, valamint a neuronok morfoldgiai valtozasat
is megfigyelték. Ebben a modellben a Drosophila c-Myc (dMyc) fehérjét azonositottak, aminek
tultermelése redukalta a mHTT fehérje altal kivaltott citotoxicitast a hiszton acetilacio javitdsan
keresztiil, amivel a karosodott transzkripcios folyamatokat tudtak javitani '°!. Késdbb a human

c-Myc thltermelésével is ugyanezt a hatést érték el Drosophila-ban 1>,

Drosophila-ban azonositottdk a human Htt-vel homolog gént (dHtt), melynek RNS
interferencids modelljében axonalis transzportban blokkolt fenotipust figyeltek meg. Ez
bizonyitja, hogy a HTT az axonalis transzportban kulcsszerepet jatszik '°3. A dHtt delécidja
azonban nem okozott embriondlis letalitast, igy valoszinlileg Drosophila-ban nem esszencialis
az egyedfejlédés soran. Azonban dHrt-KO legyek késon jelentkezd csokkent életképességet és
mozgas problémakat mutattak, valamint hdmérséklet-indukalta stressz soran fototranszdukcios
hianyossagokat tapasztaltak, vagyis a dH#t az adult €let soran rendelkezhet létfontossagu
funkciokkal 3% Mivel a dHtt funkcidvesztéses mutciodja az egér modellektél eltérd fenotipust
mutatott, a Drosophila Htt funkciovesztéses modellje alkalmatlan a humdan betegség
modellezésére. A funkcionyeréses, vagyis a human mHTT fehérje termelése a human
tiinetekkel sokban hasonld fenotipust okoz Drosophila-ban is, igy a Huntington kor

tanulmanyozasara az egérmodellektdl eltekintve az ecetmuslica az egyik legalkalmasabb allat.
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1.3.3. Az egérmodellek

Az emlOsok koziil az egér a leginkabb elterjedt modellorganizmus a human betegségek
tanulmanyozéasara. Génjeit hatékonyan lehet manipuldlni, ehhez jol kidolgozott genetikai és
molekularis eszkosztar all rendelkezésre. Tartasa egyszeri, koltséghatékony. Szamos human
betegség elofordul egerekben is, melyek patomechanizmusa nagyon hasonld. Filogenetikai
rokonsaguk ¢és fiziologiai hasonlosdguk miatt kivaldoan alkalmas human betegségek
modellezésére. Az els¢ egér HD modell az R6/2 vonal volt, amiben olyan transzgént
inszertaltak az egér genomba, ami a human H#f promoterét és elsd exonjat hordozta 150 CAG
ismétlédéssel. Ez a modell nagyon jol demonstralta a HD tiineteket, megfigyelhetéek voltak
motoros diszfunkciok, inkluzids testek és nagyjabol 15 hét alatt kimultak a kisérleti allatok
20,155,156 A korai haldlozas miatt elsésorban a HD juvenilis formajanak modellezésére alkalmas.
Az R6/2 modellnél az agyban a tiiskés neuronok csokkent membrankapacitast mutattak redukalt
K+ csatorna expresszio miatt 1°7. Az agykérgi neuronoknal hiperaktivitast figyeltek meg, amit
motoros diszfunkcid kovetett. A modell validitasaval kapcsolatban felmeriiltek kérdések, pl.
hogy mivel a transzgén csak az exonl-et tartalmazza, hidanyoznak olyan motivumok, amiken
keresztiil a HTT kolcsdnhatasba 1ép mas fehérjékkel 2°, illetve a fragment nem tartalmazza a

poszttranszlaciés modositasra alkalmas helyeket 26,

A kovetkezd N171-82Q egérmodell a human H#t els6 171 aminosavat 82 CAG

ismétlédéssel tartalmazd cDNS-t hordozott egér prion prométer mogé kloénozva 22

nagyobbodast, illetve a sulygyarapodds elmaradasat 3315 A beteg egereken remegés,
hipokinézia, koordinacids zavarok mutatkoztak. Az el6z6 modellhez képest késobb alakult ki a

betegség és hosszabb ideig is éltek 126160,

Az els0 teljes human mHtt gént hordoz6 transzgenikus allatmodell a YAC72 és YAC128
egér modellek voltak (YAC: Yeast artificial chromosome/¢élesztd mesterséges kromoszoma).
Ezek a modellek 72, illetve 128 CAG ismétlddést tartalmaztak. Elonyiik, hogy a teljes kodold
szekvenciat és az Osszes humdan regulator elemet tartalmazzak '?°. A mHTT fehérje szint
nagyjabol megegyezett az egészséges HTT fehérje szintjével. A HD egerek 2-3 honapos koréra
kialakultak a jellegzetes tiinetek, mint a motoros €s kognitiv zavarok, hiperaktivitds, majd
nehézkes jards, végiil hipoaktivitds. Elektrofiziologiailag megegyeztek az R6/2 egereknél
tapasztaltakkal, striatum és kortikalis sorvadast és a kozepes tiiskés neuronok pusztulasat

tapasztaltak 1617163,
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A BACHD egér modell hasonldéan az el6z6hoz a teljes mHtt gént expresszalja, 97
véltakozo CAG/CAA ismétlddésekkel, sajat Hit regulator rendszer szabalyozasa alatt %, Az
egerek 2-3 honapos korukban progressziv motoros diszfunkcidt, hipoaktivitast, pszichiatriai
tiineteket és hizast mutattak '6>19, 12 honaposan a stridtum és az agykéreg sorvadasa volt
megfigyelhetd valamint csdkkent glutamat felvétel és asztrocita fenotipus '®’. A mHTT
csOkkentésével a kortikalis neuronokban vagy a kozepes tiiskés neuronokban javitotta a

t168

szinaptikus diszfunkciot, €s a motoros tiineteket *°°, illetve a mHTT mennyiségének csokkenése

az asztrocitidkban javitotta a viselkedést '%.

A legérdékesebb modellek a knock in modellek, melyeknél a human HD mutaciot
beinszertaljak az egér Hdh (a Htt egér homologja) génlokuszba. Mivel ez a mutacioé a normal
genomikus-fehérje kontextusban expresszalddik, vélhetéen ezek a modellek pontosabban
reprezentaljadk a HD genetikai alapjait. A leginkdbb tanulményozott modellek ezen beliil a Q140
és Q175 modell, valamint a Hdh (CAG) 150 egér modell '°.

A Q140 modellben a human mHtt elsé exonjat integraltak az egér Hdh gén elsé exonja
helyébe. A homozigota egerek viselkedési zavarokat, motoros abnormalitdst mutattak,
aggregatumok jelentek meg a stridtumban és a kortexben '""173 Ezek a tiinetek 4 honapos
korukra valtak intenzivvé. A talamusz-striatum kozti kommunikéci6 sériilése miatt a stridtum

miikddési zavarat és sorvadasat figyelték meg 74,

A Q175 modell gyakorlatilag megegyezik a Q140 modellel, csak a CAG ismétlodések
szama tobb. Ebben a modellben is az eldzéekhez hasonldan viselkedési, motoros, kognitiv
diszfuncidkat és a cirkadian ritmus zavarat figyelték meg. A 4 hetes koru allatok jarasi
rendellenességet ¢s hipoaktivitast mutattak, majd 30 hetes korukra maszasi nehézségek
jelentkeztek. 12 honapos korban kognitiv rendellenességeket, mHTT aggregatumok
megjelenését szerte az agy minden teriiletén, a tiiskés neuronok és a stridtum pusztulasat
figyeltek meg '">176. A Q140 és Q175 modellek a szinaptikus elvaltozasok tanulméanyozasara

alkalmasak.

A Hdh (CAG)150 modell esetében az egér Hdh génbe csak egy 150 ismétlodéses CAG
génszakasz lett beintegralva, human szekvenciat nem tartalmazott. A tlinetek viszonylag késon,
40 hetes korukra jelentek meg, motoros defektusok pl. egyensulyzavar és jarasi nehézségek,
kapaszkodasi defektusok és sulyvesztés mutatkozott. 24 hetes korban kognitiv zavarok
jelentkeztek '77. 22 honapos korban mHTT aggregatumokat detektaltak az egész agy teriiletén

és emellett transzkripcionalis diszregulaciot figyeltek meg '7®,
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crer

az emlés modellek a legalkalmasabbak a humdan betegségek tanulmanyozasara, szdmos
hatranyuk van az alacsonyabbrendi modellallatokkal szemben. Generacids idejiik hosszl, az
utodok szama korlatozott és etikai engedélyek sziikségesek a wveliik valo kisérletek
elvégzéséhez. Mindezeket figyelembe véve, szikkség van az alacsonyabbrendi
modellorganizmusok alkalmazasara is, melyek mintegy eldsziir6ként szolgalhatnak a

potencialis gyogyszercélpontok keresése soran.
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2. Célkituzések

A proteopatias neurodegenerativ betegségek, igy a Huntington-kor is gyogyithatatlan,
sulyos egészségromlassal jar. Léteznek terapids lehetdségek, melyekkel a betegek életmindsége
javithatd, azonban a legtobb ilyen betegség haldlos kimenetelii. Ezeknél a korképeknél
megfigyelhetd a sejtek fehérjehdztartasanak érintettsége. Az AD és a HD esetében is

179181 ami miatt a szabad

megfigyelték az ubikvitin-proteaszOma rendszer zavarat
monoubikvitin készlet kimeriilhet, ez pedig tobb fontos folyamat sériilését okozhatja. Az
ubikvitinek eltavolitasat a fehérjékrdl a deubikvitindz enzimek végzik, igy kiemelt szerepiik
van tobbek kozott az ubikvitinek tjrahasznositasaban, hogy elérhetéek legyenek mas
nélkiilozhetetlen folyamatok szamara is %°. Mivel tényleges gyogyméod még nem létezik és a
tineti kezelések is korlatozottak, tovabbra is kozponti cél olyan gyodgyszercélpontok

felfedezése, mely segitségével stabilabb életmindség javulas érheto el.

Mindezek ismeretében fontosnak tartottuk a deubikvitinazok hatasanak vizsgalatat a
Huntington-kor Drosophila modelljében, potencialisan uj terapias célpontok keresésének

céljabol. Ehhez az alabbi kutatasi célokat fogalmaztuk meg:

2.1.A Huntington-kor patomechanizmusara hatassal bir6 DUB-ok azonositasa
Drosophila melanogaster modellorganizmusban.

A Drosophila Huntington-kor modelljében DUB mutacidkat hordoz6 torzsek

felhasznalasaval genetikai interakciokon keresztiil vizsgaljuk a DUB-ok lehetséges

hatésait. Vizsgaljuk az allatok életképességét, élettartamat, a motoros képességiiket és a

mHtt altal kivaltott neurodegenerativ folyamatokat.

2.2. Fiiggetlen allélekkel validaljuk a potencialis jeloltekkel kapott eredményeket.
A genetikai interakcidos tesztek eredményei alapjan kivalasztott DUB
mutaciokkal funkcionalisan azonos, de fiiggetlen DUB mutéacidkat hordozé torzsekkel

megismételjiik a kisérleteket.

2.3. Teszteljiik a jelolt hatasat egészséges allatokon.
Megvizsgaljuk a jelolt és a Hit génre vad tipusnak tekintheté Hitt.exl.Q25
transzgént expresszalo allatokkal torténd interakcidban, hogy egészséges allatokon

okoz-e fenotipusos elvaltozasokat.
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2.4. Teszteljiik a jelolt hatasat az Alzheimer-kor Drososphila modelljében.
Annak tisztazasara, hogy a jeldlt mas neurodegenerativ betegség modell esetén
is hatassal van-e a betegség lefolyasara, teszteljiik a jeldlt hatasat Drososphila amiloid-

B1.42 Alzheimer-kor modellben is.

2.5. Megvizsgaljuk a jelolt hatasat a mHTT aggregacios folyamataira.
A Huntington-kor neuropatologiai tiinete a mHTT aggregatumok megjelenése,
emiatt fontosnak tartjuk megvizsgalni a jelolt DUB hatasat a mikroszkopikusan

detektalhatd aggregatumok szdmara, méretére, méreteloszlasara.

2.6. Transzkriptomikai analizist végziink a jelolt DUB molekularis hatasainak feltarasa
céljabol.

Annak megértéséhez, hogy a jelolt milyen molekularis folyamatok
megvaltoztatasaval fejti ki a HD muslicdk fenotipusara gyakorolt hatasait,
transzkriptomikai analizist végziink. Ennek soran vizsgéaljuk a mHitt altal kivaltott
stressz  koriilmények kozott fellépd, illetve a jelolt hatdsira HD muslicakban
bekovetkezd génexpresszios valtozasokat, valamint hogy a jelolt hatdsara milyen

transzkriptomikai valtozasok torténnek az egészséges egyedekhez képest.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  AKisérletek soran felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek és fenntartasuk

A kovetkezo torzsek a Bloomington Drosophila torzskéozpontbdl (BDSC) szarmaznak:
w[l118]; Piw[+mGT]=GTI1}Rpnll[BG01694]/Cy0O, w[1118];
PBac{w[+mC]=PB}Uspl[c05664], y[1] v[l]; P{y[+t7.7] v[+tl.8]=TRiPJF02992}attP2,
y[1] w[67c23]; P{y[+mDint2] w[+mC]=EPgy2}CG4603[EY07831], w"; P{w[+mC]=UAS-
HTT.96Q.Cerulean}2, y[1] M{RFP[3xP3.PB] GFP[E.3xP3]=vas-int. Dm}ZH-2A w"; M{3xP3-
RFPattP}ZH-86Fb, és w"; PBac{w[+mC]=UAS-Abeta.1-42}VK00033.

A kovetkezo torzsek a Bécsi Drosophila torzskézpontbdl (VDRC) szarmaznak:

w[1118]; P{GDI11368}v21894, P{KKI100532}VIE-260B, w[1118]; P{GDI10916}v34574,
w[1118]; P{GD11489}v21978, w[1118]; P{GD3255}v7113, P{KK108078}VIE-260B, w[1118],
P{GD7628}vi8231, P{KKI100733}VIE-260B, P{KKI108313}VIE-260B, P{KKI102888}VIE-
260B, P{KKI101035}VIE-260B, w[1118]; P{GD13944}v42609, w[1118];
P{GD5871}vI8981/TM3, P{KKI100775}VIE-260B, w[1118]; P{GD4739}v15340, w[1118],
P{GDI14040}v28960, P{KKI101867}VIE-260B, P{KKI101319}VIE-260B,P{KK100377}VIE-
260B.

Az alabbi torzsek Kvyoto-i Drosophila torzskozpontbol (KDSC) szarmaznak:
w[1118]; P{RS3} not[CB-5509-3], y[d2] w[1118] P{ey-FLP.N}2 P{5xgIBS-lacZ.38-1}TPNI;
P{neoFRT}82B P{lacW}CSN5[L403]2/TM6B, P{Car20y}TPNI Tb[1].

A  kovetkezo torzseket Dr. Deak Péter laboratéoriumabol (Szegedi Biologiai

Kutatokozpont) kaptuk:

P elem medialta mutagenezissel 1étrehozott delécios torzsek:

» Yodl[A101/2]: P{EPgy2!Yodl[EY07831] P elemmel létrehozott torzs, ami egy 1347
bp-os deléciot eredményezett a gén nagy részét érintve, beleértve a START kodont is,
igy teljes funkciovesztést okoz.

» Duba[A52]: P{EP}Duba[G18421] P elemmel létrehozott torzs, ami 2556 bp-os deléciot
eredményezett €s a gén nagy részét érinti a START kodonnal egyiitt, igy teljes

funkcidvesztést okoz.
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» Rpnll[A14/4]: P{GTI1}Rpnll[BG01694] P elemmel létrehozott torzs, az 1118 bp-os

delécid a gén nagy részét érinti a START kodonnal egyiitt, teljes funkcidvesztést okoz.

CRISPR-Cas9 mutagenezissel létrehozott delécios torzsek (teljes funkciovesztéssel
jarnak):
» CG3251 [CRISPR 11/2] allél egy 22 bp-os deléciot hordoz a masodik exonban, ami
frameshiftet és korai transzkripcios terminaciédt okoz.
» Uspl0 [CRISPR 12/2] allél egy 2 bp-os deléciot és 12 bp-os inszercidt tartalmaz az elso
exonban, ami frameshiftet és korai transzkripcios terminaciot okoz.
» Usp47 [CRISPR 28/2] allél 7 bpos deléciot hordoz az elsd exonban, frameshiftet és
korai transzkripcids terminaciot okoz.
» puf [CRISPR 9/2] allél 1 bp-os inszerciot tartalmaz a hatodik exonban, ami frameshiftet
¢s korai transzkripcids terminaciot okoz a transzkript felénél.
» Uch-L5 [CRISPR 5/1] allél 4 bp-os deléciot tartalmaz a masodik exonban, ami

frameshiftet és korai transzkripcids terminaciot okoz.

A w; UAS-Httex1.Q120 torzs, mely a human huntingtin gén elsé exonjat hordozza
patoldogias hosszusagu poliglutamin (Q120) ismétlddésekkel , és a w; UAS-Httex1.Q25 torzs,
ami a human huntingtin els6 exonjat hordozza egészséges hossziisagu poliglutamin (Q25)
ismétlédésekkel, J. Lawrence Marsh laboratériumabdl szarmazik (University of California,
Irvine, CA, USA). A transzgének a méasodik kromoszoman talalhatoak és az expresszidjukat az

UAS-GALA4 rendszer teszi lehetové.

A P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155] w; Sb[1] / TM6 Ubx driver térzs a Bloomington
torzskozpontbol szarmazd P{GawB}elavC155 térzs 3. kromoszomdés balanszeres valtozata,
mely Sb (Stubble — rovid szdrzet) és Ubx (Ultrabithorax — sz0rds €s pigmentalt billér)

markereket hordoz.

A P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155] w; Sp / SM6 b driver torzs szintén a Bloomington
torzskozpontbol szarmazd P{GawB}elavC155 torzs 2. kromoszomds balanszeres valtozata,
mely Sp (Sternopleural — szenzoros sorték szamanak novekedése), Cy (Curly — porge szarny),

¢€s Roi (durva szem) markereket hordozz.
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A torzsek és keresztezések fenntartasa hagyomanyos Drosophila taptalajon tortént (3%
szaritott élesztd, 4% kukoricadara, 2% buzaliszt, 9% gliikkoz, 0,7% agar, 0,15% tegosept) 18
°C-on ¢és 25 °C-on. A keresztezésekhez fiolanként 6-8 szliz ndstényt és 4-6 him allatot
hasznaltunk fel. Kisérleteinkben az UAS-GAL4 expresszios rendszert hasznaltuk, mely
lehetdséget biztosit a transzgének szdvetspecifikus kifejeztetésére. A keresztezéseink soran az
elav-GAL4 vagy elav-GAL4; Sb/TM6 Ubx vagy elav-GAL4; Sp/SM6b driver torzseket

hasznaltuk, melyek neuron specifikus génexpressziot tettek lehetdvé.

3.2. Eletképességi vizsgalatok

Attol fiiggoen, hogy az adott DUB gén/ transzgén a Drosophila masodik vagy harmadik
kromoszomajan talilhaté, az alabbi keresztezési sémak szerint allitottuk elé a vizsgalt

utodokat:

Harmadik kromoszémas DUB gének tesztelése mutans Htt-t expresszalo legyekben

o [ elav-GAL4; +; Sb/ TM6 Hu § x w; +; DUB &
» elav-GAL4; +; Sb/DUB &
o 2. w; UAS-Httex1.Q120 § x elav-GAL4, +; Sb/ DUB &
» elav-GAL4; UAS-Httex1.Q120/ DUB <
> elav-GAL4; UAS-Httex1.Q120/ + Q
» w; UAS-Httex1.Q120/ DUB &
> w; UAS-Httex1.0120/ + &

Harmadik kromoszémas DUB gének tesztelése vad tipusi Htt-t expresszald legyekben

o [ elav-GAL4; +; Sb/ TM6 Hu § x w; +; DUB &
» elav-GAL4; +; Sb/DUB &
o 2. w; UAS-Httex1.Q25 § x elav-GAL4, +; Sb/ DUB &
» elav-GAL4; UAS-Httex1.Q25/ DUB Q
> elav-GAL4,; UAS-Httex1.Q25/ + Q
> w; UAS-Httex1.025/ DUB &
> w; UAS-Httex1.025/ + &
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Misodik kromoszoémas DUB gének tesztelése mutans Htt-t expresszalo legyekben

o | elav-GAL4, Sp/ SM6b; + g x w; DUB; + &
> elav-GAL4,; Sp/ DUB; + &
o 2. w; UAS-Httex1.Q120 § x elav-GAL4, Sp/ DUB; +¢&
» elav-GAL4; UAS-Httex1.Q120/ DUB
» elav-GAL4; UAS-Httex1.Q120; Sp ¢
» w; UAS-Hittex1.Q120/ DUB &
> w; UAS-Httex1.Q120/ Sp &

Harmadik kromoszomds DUB gének tesztelése mutins amiloid-f peptidet expresszalo

legyekben

o [ elav-GAL4; +; Sb/ TM6 Hu § x w; +; DUB &
» elav-GAL4; +; Sb/DUB &
o 2. w; UAS-Abeta;.4> % x elav-GAL4; +; Sb/ DUB &
» elav-GAL4; UAS-Abeta;.42/ DUB Q
» elav-GAL4; UAS-Abeta;.4/ + %
> w,; UAS-Abeta;.;»/ DUB &
> w,; UAS-Abetaj.42/ + &

A masodik vagy harmadik kromoszomas DUB mutansokat elav-GAL4; Sp/SM6b vagy
elav-GAL4; Sb/ TM6 Hu sziizekkel kereszteztiik, majd a keresztezésbdl szarmazo elav-GAL4,;
DUB/Sp vagy elav-GAL4; DUB/Sb F1 him utodokat w; UAS-Httex1.Q120 vagy w; UAS-
Httex1.025, vagy UAS-Abeta;-4> sziizekkel kereszteztiik. A keresztezéseket 25°C-on tartottuk,
majd 7 nap elteltével a sziil6ket atraztuk 0j fiolakba. A kikeld F2 utdodokat 5 napon keresztiil
szdmoltuk €s a néstényeket genotipusonként (elav-GAL4 > mHtt DUB nOstények €s elav-GAL4
> mHtt kontroll néstények, elav-GAL4 > Abeta DUB néstények ¢€s elav-GAL4 > Abeta kontroll
ndstények) kiilon fioldkba gytiijtottiik élettartam vizsgalathoz. Statisztikai szignifikanciat paros
T-teszttel szamoltunk, miutdn a ndstények szdmat normalizaltuk a genotipusuknak megfeleld

himek szamaval.

34



3.3. Elettartam vizsgalatok

Az ¢élettartam vizsgalatokat 25 °C-on végeztiik, mely soran naponta feljegyeztiik a tulélo
egyedek szamat és heti 2-3 alkalommal friss fioldba raztuk 6ket. A statisztikai analizisek az
OASIS 2 (Online Application and Screening Information System)'®3 online alkalmazéssal
késziiltek. Az online feliileten elérhetd tesztek koziil a Fisher-egzakt tesztet hasznaltuk, ami
tobb id6épontban is 6sszehasonlitja a vizsgalt genotipusok talélési aranyait, az eredményeknél P

értéket 50%-os mortaliasra adtuk meg.

3.4. Mozgasi képesség vizsgalata

Az allatok motoros képességeinek vizsgalatat az ugynevezett maszas teszt segitségével
végeztik el, amely az adult legyekre jellemz0 negativ geotaxison alapul. Ennek soran az allatok
fliggdleges feliileten felfelé masznak, igy az adott id6 alatt megtett ut mérésével konnyen
Osszehasonlithatéak a vizsgélt genotipusok motoros képességei. A teszteket harom napos
néstény allatokon végeztiikk el, genotipusonként kiilon fioldkban, fioldnként maximum 25
léggyel. A mészas tesztrdl video felvételt készitettiink egy Canon PowerShot ELPH 300 HS
tipust kameraval. A legyeket 15 masodpercenként leraztuk és a lerdzast kovetd 5 masodperc
alatt megtett utat a videofelvétel vizsgalataval meghataroztuk. Statisztikai szignifikanciat

Wilcoxon teszttel (Wilcoxon Rank Sum Test) szamoltunk R program segitségével.

3.5. Neurodegeneracio vizsgalata

A neurodegeneracio mértékét a fotoneuronok pusztulasan keresztiil vizsgaltuk. Az
egeészséges Drosophila Osszetett szem koriilbeliil 750-800 egyedi egységet, ommatidiumot
tartalmaz. Mindegyik ommatidium hat kiils6 és két belsé fotoreceptorral rendelkezik, melyek
fénygylijté struktirdit thabdomereknek nevezziik. A 7-es és 8-as fotoreceptorok egymadssal
fedésben allnak, ezért fénymikroszkoppal egy egészséges szemben minden ommatidiumban 7
rhabdomer lathaté. (8. abra, '3%). A médszer alapjat az adja, hogy az idegsejtek pusztuldsaval a
fotoreceptor neuronok fénygyijtd struktirainak szdma is csokken.

A 7 illetve 15 napos legyeket dekapitaltuk egy csipesz segitségével, majd a fejeket egy
targylemezre rogzitettiik attetszé koromlakkal 45 fokos szogben, hogy a fény at tudja vilagitani
a szemiiket. A koromlakk megszaradasat kovetden immerzios olajat (Merck) cseppentettiink a
mintara, majd a szemet Nikon Eclipse 801 mikroszkdppal 50X nagyitasti immerzios lencsével
vizsgaltuk.
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Genotipusonként legalabb 10 allatot, és minden allat esetében legalabb 20
ommatidiumot szamoltunk meg. Ezeknek az atlaga adta az adott genotipusra jellemz6 értéket,

amely vad tipust legyekben kivétel nélkiil 7.

ommatidium Kipos sejt

(N

Pigment sejtek

|
o

Sorte
Pigment sejt

|

szemdiszkusz

Anterior ._ [%?.q‘ |
K i taar
Morfogén bardzda © 1997 Current Biology

9. abra. A Drosophila osszetett szemének fejlodése és felépitése.

(Kldmbt 1997 alapjan'®*)

3.6. Aggregacios vizsgalatok

A kisérlethez sziikséges keresztezések sémaja:

o 1. elav-GAL4; +; Sb/ TM6 Th 3§ x yw; +; YodI[Ev07831] &
> elav-GAL4; +; Yodl[Ev07831]/ TM6 Th &

o 2.w;, UAS-HTT.96Q.Cerulean § x elav-GAL4, +; Yodl[Ey07831]/ TM6 Th &
» elav-GAL4; UAS-HTT.96Q.Cerulean ; Yodl[Ey07831]%
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A kontroll minta eldallitisa:

o w; UAS-HTT.96Q.Cerulean § x elav-GAL4, +; + 3
> elav-GAL4; UAS-HTT. 96Q.Cerulean

A huntingtin aggregatumok vizsgalatat egy CFP-vel fuzionaltatott HTT fehérjét expresszalod
Drosophila torzs segitségével végeztik el (UAS-HTT. 960.Cerulean), igy a HTT aggregatumok
immunfestés nélkiil lathatdak voltak. Vandorlo L3 larvak nyalmirigyét preparaltuk 1x PBS-ben,
majd targylemezre helyeztiik és Olympus Fluoview Fv10i konfokalis mikroszkoppal 60x oil
objektivvel vizsgaltuk oket. Nyalmirigyenként 10-12 optikai szeletrdl készitettiink fotot
(szeletvastagsag = 1.54 um). Az aggregatumokrol késziilt fotokat Imagel Fiji software-rel ROI
manager segitségével, sejtenként elemeztiik ki. Genotipusonként 10-10 nyalmirigyet fotéztunk,
HttQ96-CFP; Yodl[Ey07831] esetében 96db sejtet vizsgaltunk meg, a kontroll HttQ96-CFP
esetében 74 db sejtet.

3.7. RT-qPCR mérések

Célgén forward primer (5’-3°) reverz primer (5’-3°) koncentracio
UAS-Htt GCCTCTGCACCGACCAT | TGCTCCCATTCATCA 100 nm
AA GTTCCA
UAS-abeta | AGCAACAAGGGTGCCA | TCACACCACAGAAGT 200 nm
TCAT AAGGTTCC
a-tubulin | TGTCGCGTGTGAAACA | AGCAGGCGTTTCCAATC | 200 nm
CTTC TG

1. tablazat. A qvantitaviv real-time PCR kisérleteink soran felhasznalt primer szekvencidk az

alkalmazott végkoncentraciokkal.

A totdl RNS izolatumokat 3 napos ndstény fejekbdl allitottuk eld TRI reagens (Zymo
Research) segitségével a gyartd protokollja szerint. Minden mintdhoz 20 db allat fejét

crer

crer

alapjan hataroztuk meg, fehérje szennyezettségét 260 nm és 280 nm-en mért fényelnyelés

hanyadosaval, szerves olddszer szennyezettségét pedig a 260 €és 230 nm-en mért fényelnyelés
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hanyadosaval jellemeztiink. Ezutan a genomi DNS szennyezgs elkeriilése érdekében a mintakat
RNaz mentes DNaz I-el (Thermo Scientific) kezeltiik a gyarto altal mellékelt protokoll alapjan.
A DNaéz I inaktivalasat 1 pl 50 mM-os EDTA hozzaadaséaval 10 percig 65 fokon végeztiik el. A
reverz transzkripcid 500 ng RNS-b6l TagMan® Reverse Transcription Reagents (Thermo
Scientific) és random hexamer primerek felhasznalasaval tortént, a gyartod utasitasait kovetve.
A gPCR reakcidkat Luna® Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs) és a vizsgalni
kivant génekre tervezett primerek (tdblazat) segitségével, a gyartd altal mellékelt protokoll
szerint futtattuk le 8 ul végtérfogatban PikoReal™ Real-Time PCR System (Thermo Scientific)
késziilékben az alabbi PCR programmal:

* Kezdeti denaturacio: 10 perc 95 °C

* Denaturaci6 15 mp 95 °C

* Annealing €s elongacio 1 perc 60 °C 40x ismételve
* Fluoreszcencia mérés

* Melting Curve analizis 60 — 95 °C

* Tarolas o0 20 °C

A kiértékelés soran egy 4 1épcsds kalibracios egyenes segitségével hataroztuk meg az
egyes Ct értékekhez tartozo templat koncentraciokat és tubulin haztartasi génre normalizalva
hataroztuk meg a mintak relativ expresszios €rtékeit. A primerek hatékonysdga minden esetben
85% felett volt, R? értéke pedig legaldbb 0,98. Minden qPCR méréshez harom biologiai
replikdtumot készitettiink az egyes genotipusokbodl, melyeket sziikség szerint tobbszor is

lefuttattunk.

3.8. UAS-Yodl.flag transzgenikus legyek létrehozasa

A Yodl gén kodolod szekvencidjat Drosophila ¢cDNS-r6l sokszoroztuk fel Q5 DNS
polimerdz (NEB) és a génre tervezett pimerek segitségével, a start kodonnal inditva a stop

kodont megel6z6 nukleotiddal bezarolag.

YodI klénozasahoz hasznalt primer szekvenciak:

Yodl entr F: GGTACCAAAATGACGGGTTCGTTCA

Yodl entr R: GAATTCGCAATCTCTCCAAAGTTCT
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Az alkalmazott PCR program a kdvetkezo volt: 98 °C 10 masodperc; 65 °C 30 mésodperc; 72
°C lperc 15 masodperc (35 ciklus). A PCR termékeket MN Gel&PCR Clean Up Kittel
tisztitottuk és CloneJET PCR Cloning Kitet (Thermo Fischer) alkalmazva pJET1.2 blunt end
klonozo vektorba ligdltuk a gyartd utasitasai szerint. Ezt kovetden kompetens DH5a

Escherichia coli baktériumokba transzformaltuk.

A klénozas tovabbi 1épéseit a Gateway klonozo rendszer '3 segitségével végeztiik el. A
pJET1.2 transzformans telepekbdl plazmidot izolaltunk NucleoSpin Plasmid EasyPure kittel
(Macherey-Nagel) a gyart6 protokollja szerint, majd a génre tervezett primereken elhelyezett
restrikcids endonukledz (Kpnl, EcoRI) felismerd helyeknek megfeleld enzimekkel kivagtuk az
adott gént és az ugyanezen enzimekkel felnyitott pENTR 3C vektorba ligaltuk. Az inszertek €s
plazmidok ligalasahoz T4 ligazt (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk a gyartd ajanlasa
alapjan 136, A ligalast kovetden DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk a plazmidokat, majd
a szelektiv taptalajon felndtt telepekbdl plazmidot izolaltunk. A kapott Entry klonokat
felhasznalva LR reakcidval rekombinacidt hajtottunk végre a végsé pTWF-attB (modositott
pTWF Gateway destination vektor, amely tartalmazza a @C31 attB régiot) expresszids
vektorunkkal. Az igy létrehozott konstrukciot Sanger szekvenaldssal (DeltaGene, Szeged)
ellendriztiik. Az ellendrzott konstrukciobdl NucleoBond Xtra Midi kittel (Macherey-Nagel)
injektalasra alkalmas plazmid preparatumot készitettiink, majd azt y/1] M{RFP[3xP3.PB]
GFP[E.3xP3]=vas-int. Dm}ZH-2A w"; M{3xP3-RFP.attP}ZH-86Fb Drosophila embriokba
injektaltattuk (MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Genetikai Intézet). A transzgén ¢C31
medialt helyspecifikus integraciéval a harmadik kromoszoman 1évé ZH-86Fb dokkold helyre
¢épiilt be. A torzsbedllitas soran a pTWF-attB vektor szekvencian 1€vé mini-white marker gén

segitségével kovettliik nyomon a tanszgéneket.

3.9. Western blot (transzgenikus torzsek validalasa)

A transzgének validalasahoz a megfeleld genotipusu allatokat a kovetkezd keresztezési

séma szerint allitottuk elo:
w, +; UAS-Yodl.flag § x elav-GAL4; +; + &

> elav-GAL4; +; UAS-Yodl flag Q@
> w; +; UAS-Yodl flag &
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A fehérje izolatumok elkészitése 2 napos allatokbol tortént. Mintanként 20 db fejet
hasznaltunk fel, melyeket 25 pl szonikacios pufferben (50 mM Tris-HCI pH7,9, 2 mM EDTA,
50 mM NaCl, 0,5 mM DTT, Ix PIC, 10 mM Na-butirdit) homogenizaltunk. A mintak
kovetve Qubit 2.0 késziilékkel. Ezutan a mintak térfogataval megegyez0 mennyiségi Laemli
puffert (20% glicerin, 100 mM Tris-HCI pH 6,4, 200 mM DTT, 4% SDS, 0,2% bromfenolkék,
5% pB-merkaptoetanol) adtunk a fehérje mintdkhoz és 98 fokon 5 percig denaturaltuk.
Felhasznalas eldtt centrifugaltuk (10 perc, 13000 rpm, 4 °C) a sejttormelékek kiiilepitése
céljabol.

A fehérjeanalizishez azonos mennyiségli mintékat valasztottunk el 10%-o0s SDS-PAGE-
dzsel, majd 0,45 pum pérusméretli nitrocelluléz membranra (GE Healthcare Life Scieneces)
blottoltuk (40'V, 2 6ra, 4 °C,) 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,01% SDS ¢és 15% metanol tartalmua

transzfer pufferben. Ezutan a membranokat 5% tejport tartalmazo TBST oldatban (10 mM Tris-
HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20) egy ¢jszakan at blokkoltuk 4 °C-on.

Az immunreakcidhoz az ellenanyagokat 1% tejport tartalmaz6 TBST oldattal higitottuk.
A flag taggel jelolt fehérjék kimutatasara anti-FLAG (M2 Sigma-Aldrich F3165, monoklonalis,
1:4000, 2 6ra szobahdn), a kontrollként hasznalt tubulin fehérjére anti-tubulin (E7, DSHB,
1:1000, O/N 4 °C) elsédleges ellenanyagokkal inkubaltuk a mintdkat. A fehérjékhez kot6do
els6dleges ellenanyagok kimutatdsahoz torma peroxiddzzal kapcsolt egér IgG elleni
masodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk (RAM-HRP Dako, 1:5000, 1 6ra szobahdn). Az
ellenanyagokkal tortént kezeléseket kdvetden 2x5 percig és 1x15 percig TBST oldattal mostuk
a membrant, majd Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)
reagenssel inkubdltuk 5 percig szobahdn. A keletkezett kemilumineszcens jelet C-DiGit Blot

Scannerrel detektaltuk.

3.10. Transzkriptomikai analizis

3.10.1. A kisérlethez sziikséges keresztezések sémaja és az eléallitott utodok:
o [ elav-GAL4,; +; +¥xw[1118] &
» elav-GAL4, +; + 9

o [ elav-GAL4; +; + ¥ x w; +; YodI[EY07831] &
> elav-GAL4; +; Yodl[EY07831] ¢
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o [ elav-GAL4; +; Sb/ TM6 Hu § x w; +; YodI[EY07831] &
» elav-GAL4,; +, Sb/ Yodl[EY07831] &
2. w; UAS-Httex1.Q120 § x elav-GAL4; +,; Sb/ Yodl[EY07831] &

> elav-GAL4; UAS-Hitex1.0120/ Yod1[EY07831]
> elav-GAL4; UAS-Hitex1.0120/ + Q

3.10.2. RNS szekvenalo konyvtarak létrehozasa és szekvenalasuk

Az RNS szekvenal6 konyvtarak Iétrehozasdhoz total RNS-t izolaltunk 5 napos ndstény
fejekbdl Monarch Total RNA Miniprep Kit (New England Biolabs, NEB) segitségével a gyarto
utasitasait kovetve. Mintanként 50 db fejet hasznaltunk fel, minden genotipus (elav-GAL4/+,
elav-GAL4/+;, Httex1.Q120/+, elav-GAL4/+; Yodl[EY07831]/+, and elav-GAL4/+;
Httex1.Q120/+; YodI[EY07831]/+) esetében 3 bioldgiai replikdtumot készitettiink. Az RNS
kivonatok tisztasagat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel mértilk meg, az integritasat ¢s
6000 nano kit felhasznaldsaval hataroztuk meg a gyartd utmutatasat kovetve. A polyA-RNS
mintakat 800 ng total RNS-t felhasznalva készitettiikk el NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic
Isolation Module (NEB) segitségével, végiil a szalspecifikus, indexalt RNS szekvenalo
konyvtarakat NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep kit és NEBNext Multiplex
Oligos for Illumina (NEB) adapterek felhasznalasaval készitettiik el a gyarto altal mellékelt
ellendrzése Agilent High Sensitivity DNA Kit felhasznalasaval 2100 Bioanalyzer (Agilent)
kapillaris gélelektroforézis berendezéssel tortént. A konyvtarakat 10 nM koncentraciora
higitottuk, majd egyesitettiik és denaturaltuk. Végiil 15 pM-os higitdsban MiSeq Reagent Kit
v3-150 kit (Illumina) segitségével MiSeq System (Illumina) késziilékben szekvenaltuk, 3
technikai replikdtummal. A FASTQ szekvencia fajlokat a MiSeq Reporter 2.6.2.3 szoftverrel
allitottuk eld. Az atlagos leolvasasok szadma 4,3 millio volt bioldgiai replikatumonként, melyek
mindségi vagasa TrimGalore/Cutadapt eszkdzzel tortént. A szekvenciak illesztését a Drosophila
melanogaster referencia genomhoz (r6.45) '%7 HISAT2 algoritmussal végeztik el. A
génspecifikus leolvasasok szdmat R programban szamoltuk (Bioconductor csomag

summarizeOverlaps funkcio6javal). A differencialis génexpresszié elemzés DESeq2 '®8

alkalmazassal tortént. A dusulasanalizist FyEnrichr online eszkdzzel hajtottuk végre '¥ a

kovetkezd génkonyvtarak alkalmazasaval: Human Disease from FlyBase 2017,
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GO _Biological Process 2018, ¢s KEGG 2019. A korrigalt P ért¢keket Benjamin-Hochberg

korrekcidjanak alkalmazasaval szamoltuk.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. DUB mutacioknak a mutans Huntingtin altal kivaltott patologias fenotipusokra

gyakorolt hatasanak vizsgalata

A DUB mutaciok hatasdnak vizsgalatara genetikai interakcids teszteket hajtottunk
végre. Ennek soran olyan testvér allatokat allitottunk eld, melyek egyik csoportja a human
huntingtin (Htt) gén els6 exonjat expresszaltak patoldgias hosszisagu polyQ ismétlddésekkel
(Httex1.Q120), a masik csoport emellett az adott DUB mutéciét vagy transzgént is hordozta.
Az UAS szekvenciaval rendelkezo transzgének idegrendszerben torténd expressziojat az elav-
GALA4 neuronspecifikus driver biztositotta. A kisérletek soran 32 deubikvitinazt vizsgaltunk,
né¢hany DUB esetében tobb mutans allél is a rendelkezésiinkre allt. A vizsgalt DUB gének koziil
hat az OTU csalad tagja (CG3251, CG4968, Duba (Deubiquitinating enzyme A), Otu (Ovarium
tumor protease), trbd (trabid), Yod 1, egy az MJD csaladba tartozik (CG3781), 18 az USP csalad
képviseldje (CYLD (Cylindromatosis), DUBAI (Deubiquitinating apoptotic inhibitor), faf (fat
facets), not (non-stop), puf (puffveye), Uspl (Ubiquitin specific protease 1), Usp2, Usp5, Usp7,
Usp8, Uspl0, Usp12-46, Uspl4, Uspl5-31, Usp20-33, Usp30, Usp32, Usp47), ketté az UCH
csaladba sorolhaté (Uch (Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase), Uch-L5), és 6t a JAMM
metalloprotedz csalad tagja (CG2224, CSN5 (COP signalosome subunit 5), CSN6, Rpn§
(Regulatory particle non ATPase 8) és Rpnll.

A mHtt neurondlis expresszidja az életképesség €s motoros képességek romlasat,
neurodegeneraciot és élettartam rovidiilést okoz '*°. Mindezek ismeretében teszteltiik a
deubikvitindzok hatasait a HD allatok életképességére, €lettartamara, mozgasi képességére
illetve a neurodegeneracidjukra. A tesztek eredményeinek Osszefoglalo tablazatai a fliggelék

fejezetben talalhatoak (F1. tablazat és F2. tablazat).

4.1.1. ADUB gének hatasa a HD muslicak életképességére

Az ¢életképesség vizsgalata soran az anyagok és moddszerek fejezetben leirtak alapjan
elvégzett keresztezésekbdl kikelt allatok szamat genotipusonként meghataroztuk és az egyik
transzgént sem expresszald kontroll himekre normalizéltuk. A keresztezéseinkbdl szarmazo két
ndstény utddkategoria koziil az egyik onmagaban expresszalja a Httex1.Q120 transzgént (HD),

a masik kategoria expresszalja a Hitex1.Q120 transzgént, €és emellett hordozza az adott DUB
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mutans allélt, transzgént, vagy RNS interferencids konstrukciot is (HD+DUB). A DUB gének

HD muslicak életképességére gyakorolt hatasa a 10. abran lathato.
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10. abra. A DUB gének HD muslicak életképességére gyakorolt hatasa. A: Az OTU,
MJID, UCH ¢és JAMM DUB csaladokbol tesztelt DUB-ok hatdsa a HD allatok
¢letképességére. B: Az USP DUB csaladbol tesztelt DUB-ok hatasa a HD allatok
¢letképességére. RNS-i: RNS interferencias allél, LOF: Loss of function (funkcio6
vesztéses mutacio), OE: Overexpresszios allél. A grafikonok a relativ életképesség
valtozast mutatjak %-ban kifejezve. A vizszintes vonal a 100% értéket jeloli, ami alatt
romlast, felette javulast lathatunk a HD muslicék ¢€letképességében. A szignifikancia

értékeket paros T-teszttel szamoltuk. ***= P<0,001.
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Az eredmények azt mutatjdk, hogy a Yod! tultermelése (€letképesség 75% szemben a
HD ndstényeknél 27%, P=2x107%), a CG4968 (életképesség 64% szemben a HD ndstényeknél
36%, P=1,9x10™), Usp1 (életképesség 78% szemben a HD néstényeknél 27%, P=3,7x107%) és
Usp30 (életképesség 59% szemben a HD néstényeknél 27%, P= 1,9x10"°) RNS interferencids
allélja, az Usp5 (életképesség 27% szemben a HD ndstényeknél 22%, P=3,1x107'%) és Uch-L5
(életképesség 77% szemben a HD ndstényeknél 48%, P= 1,02x107°) funkcidvesztéses
mutacioja szignifikdnsan javitja a mHiet altal redukalt életképességet, mig a CG3251
(életképesség 25% szemben a HD ndstényeknél 56%, P=1,2x107), Usp7 (életképesség 26%
szemben a HD néstényeknél 5%, P= 3,7x107) és UspS§ (életképesség 29% szemben a HD
ndstényeknél 57%, P= 3,62x10) RNS interferencias alléljai esetében szignifikins romlas

figyelhetd meg.

4.1.2. ADUB gének hatasa a HD muslicak élettartamara

Az élettartam vizsgalatok soran 7 napig kovettik nyomon az allatok talélését,
statisztikai szignifikanciat 50%-os mortalitasnal szamoltunk. Az egészséges allatok akar 70-80
napig is élnek, ezzel szemben a mHit-t expresszalo allatok maximalis élettartama nagyjabol 10-
12 napra tehetd. Kisérleteinkben ezt a jelentds redukciot javitotta a Yod! tultermelése (median
élettartam 8,87 nap szemben a HD néstényeknél 5,63 nap, P= 4,8x10?) és a duba (median
élettartam 7,45 nap szemben a HD néstényeknél 5,69 nap, P=3x10"*), CYLD (median élettartam
9,83 nap szemben a HD ndstényeknél 7,64 nap, P= 5x10™*), DUBAI (median élettartam 7,7 nap
szemben a HD néstényeknél 5,06 nap, P= 6,4x10""%), puf (median élettartam 16,93 nap szemben
a HD néstényeknél 6,5 nap, P= 2x107"%), Uspl (median élettartam 16,57 nap szemben a HD
néstényeknél 5,23 nap, P= 3x107"%), Usp5 (median élettartam 7,62 nap szemben a HD
néstényeknél 5,81 nap, P= 5x10%), Usp32 (medidn élettartam 7,22 nap szemben a HD
néstényeknél 5,04, P= 3,4x1071%), Uch (median élettartam 7,93 nap szemben a HD ndstényeknél
6,52 nap, P= 5,9x10°%), és Uch-L5 (median élettartam 17,38 nap szemben a HD ndstényeknél
6,88 nap, P=3,8x107%) RNS interferencias alléljai. Szignifikans median élettartam rovidiilést az
Usp7 (median élettartam 6,62 nap szemben a HD ndstényeknél 8,33 nap, P= 1x10"*) RNS
interferencidval torténd csendesitése esetében figyeltiink meg. A DUB gének HD muslicak

median élettartamara gyakorolt hatasat a 11. abra mutatja.

45



>

- =
o N
! )

@
!

Medidan élettartam valtozas (nap)
o

A hBH 686 A s 6 H O BH 060
229248—1 P =z 4 2 4 Z2 a2
X @ o v g o o X un X in X « o
- o0 Q@ 35 5 0 T o e T 4 Z2 © 9 ®
n © 5 = ® > 0O 0 o N WV Z £ cC
N oy B O & = ~ = 1O N O G 9 a
o < 2 ™ S} o~ O X x
QO O L] O

O O (B ] Q

os}

ok

o N
S

-

*

: 3

9]

Median élettartam valtozas (nap)

*
*
*

S Eooa2 B0 B55:528E8 8§
v v
Z 2 2 a9 8222232888 2z 3
Immsgmmmmmommxmxms
= - N O N 0o 9@ v
g5 Z26c 35833338 &
> o U T S R R A S O - T ]
(E = 2 D DDD‘T‘magme
[a) 2D 2 9D
w [ )
=) D D

11. abra. ADUB gének hatasa a HD muslicak median élettartamara. A: Az OTU, MJD,
UCH ¢és JAMM DUB csalddokbdl tesztelt DUB-ok hatasa a HD muslicak
¢lettartaméara. B: Az USP csalddbol tesztelt DUB-ok hatdsa a HD muslicak
¢lettartamdara. RNS-i: RNS interferencids allél, LOF: Loss of function (funkcid
vesztéses mutacio), OE: Overexpresszios allél. A grafikonok a medidn ¢€lettartamban
tortént valtozas mértékét mutatjak napokban kifejezve. A pozitiv értékek a javulést, a
negativ értékek a median élettartamban torténd romlast mutatjdk. A szignifikancia
értékek meghatarozdsa az OASIS2 online alkalmazés segitségével, Fisher egzakt

teszttel tortént. ***: Ps500,< 0,001.
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4.1.3. DUB gének hatasa a HD muslicak motoros aktivitasara
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12. abra. A DUB gének hatasa a HD muslicak mozgasi képességeire. A: Az OTU, MJD,
UCH ¢és JAMM DUB csaladokbol tesztelt DUB-ok HD allatok motoros képességeire
gyakorolt hatasa. B: Az USP DUB csaladbodl tesztelt DUB-ok HD allatok motoros
képességeire gyakorolt hatdsa. RNS-i: RNS interferencias allél, LOF: Loss of function
(funkcio vesztéses mutacid), OE: Overexpresszios allél. A grafikonok a mm/s-ban
megadott sebesség %-os valtozasat mutatjdk a HD ndstényekhez viszonyitva. 100%
alatt a motoros képességek romlasa, felette a javulasa lathatd (+szoras). A
szignifikancia értékeket R programban Wilcoxon rank sum test segitségével hataroztuk
meg. **: P<(,03.
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A motoros képességek vizsgalata maszas teszttel tortént, ami alapjan elmondhat6, hogy
a YodI taltermelése (sebesség 4,7mm/s szemben a HD ndstényeknél 1,76mm/s, P=1,3x107),
az Uch-L5 (sebesség 4,9 mm/s szemben a HD néstényeknél 3 mm/s, P=3,7x107) és az Uspl
(sebesség 3,3 mm/s szemben a HD ndstényeknél 1,2 mm/s, P= 0,029) RNS interferenciaval

torténd géncsendesitése szignifikansan javitja a HD legyek mozgasi képességeit (12. abra)

s rer

A neurodegeneracids folyamatokat az ugynevezett pseudopupil assay modszerrel
vizsgaltuk'! minden DUB esetében 7 napos korban. Ennek sordn az idegsejtek pusztulésara a
szemben fénymikroszkoppal is lathatd fotoreceptor neuronok fénygylijté szerkezeteinek
(rhabdomerek) szamabol kovetkeztethetiink. Egészséges 4llatok esetében minden
ommatidiumban 7 rhabdomer lathato, a HD allatokban azonban ennek az atlagértéke lecsokken
kortilbeliil 5,8-ra. A neurodegeneracids vizsgalatok Osszefoglaldo eredményei a 13. dbran

lathatoak.

Szignifikdnsan nagyobb értékeket kaptunk a YodI taltermelésével (4tlagosan 6,47
rhabdomer ommatidiumonként szemben a HD ndstényeknél 5,81 rhabdomer/ommatidium, P=
9,7x107'?) , valamint a trbd (4tlagosan 6,28 rhabdomer ommatidiumonként szemben a HD
néstényeknél 5,9 rhabdomer/ommatidium, P= 2,7x107®) funkcidvesztéses és Usp! (atlagosan
6,4 rhabdomer ommatidiumonként szemben a HD ndstényeknél 5,91 rhabdomer/ommatidium,

P=1,13x10%) RNS interferencias alléljaival.
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13. abra. A DUB gének hatasa a HD muslicak fotoreceptor neuronjainak
degeneracigjara. A: Az OTU, MJD, UCH ¢és JAMM DUB csaladokbdl tesztelt DUB-
ok HD 4allatok neurodegeneracios folyamataira gyakorolt hatdsa. B: Az USP DUB
csaladbol tesztelt DUB-ok hatdsa a HD allatok neurodegeneracidjara. RNS-i: RNS
interferencids allél, LOF: Loss of function (funkcid vesztéses mutacio), OE:
Overexpresszids allél. A grafikonok az ommatidiumonkénti atlag rhabdomer szamban
tortént valtozas mértékét mutatjdk a HD ndstényekhez képest (+standard error). A
pozitiv értékek a javulast, a negativ értékek a romlast mutatjak a fotoreceptor neuronok
pusztuldsaban. A szignifikancia értékek meghatdrozasa T-teszttel tortént. ***: P<
0,001.
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Eredményeink alapjan a YodI overexpressziodja €s az Uspl RNS interferenciaval torténd
géncsendesitése volt mind a négy kisérlet sordn jelentds javitd hatdssal mHtt kivaltotta
patoldgias fenotipusra. A Yodl az OTU DUB csalddba sorolt dYOD1 ubikvitin hidroldz enzimet
koédolja, mely a human YODI ortologja (szekvencia azonossag: 42%, hasonlosag: 58%). A
Yodl[EY07831] allél ami szupresszalja HD indukélta fenotipusokat, egy P{EPgy2} elem

expresszidjat.

Az Uspl az USP csaladba sorolt Ubikvitin specifikus protedzl-et kodolja, melynek
human ortologja az Uspl (szekvencia azonossag: 24%, hasonldsag: 38%). A tesztek soran
hasznalt Usp1[JF02992] transzgenikus vonal a P{TRiPJF(02992} transzgént hordozza, ami az

Uspl GAL4 driver fliggd géncsendesitését teszi lehetdvé RNS interferencia révén.

Az eredmények megerdsitésének céljabol megismételtiik a kisérletsorozatot mindkét
DUB esetében a vizsgalt YodI[EY07831] allél és az Uspl[JF02992] transzgén hatésaval
megegyez0, de eltérd genetikai konstrukcidkat hordoz6 torzsekkel. Az Uspl esetében egy PBac
transzpozon indukalta funkcidvesztéses mutans alléllal (Uspl[c05664]) ismételtiik meg a
kisérleteinket. Az Usp1[c05664] allél vizsgalataval kapott eredmények nem erdsitették meg az
Uspl[JF02992] transzgénnel kapott pozitiv hatdsokat, ezért az Usp1 vizsgalatat nem folytattuk
tovabb. Az eredményeket bemutato abrak a fliggelék fejezetben talalhatéak (F1-F4. dbra).

4.2. A Yodl tiltermelése javitja HD legyek fenotipusat

A YOD1 DUB esetében Ilétrehoztunk egy UAS-Yodl.flag konstrukciot, melyet
Drosophila embriokba injektaltattunk. Az igy létrehozott torzsben a 3. kromoszdémaba épiilt
transzgén az GAL4-UAS expresszios rendszer szabalyozasa alatt all. A transzgént hordozé és
expresszalo torzsek validalasa western blottal tortént a C-terminalis FLAG-tagre specifikus
ellenanyag felhasznaldsaval (14. abra). Az UAS-Yodl.flag transzgént expresszald ndstények
mint4jaban hatarozott erds jelet kaptunk, vagyis a transzgén miikddik és nem hordoz frame-
shift mutaciot. A transzgént hordozo, de elav-GAL4 drivert nem hordozé himek mintdjéban is
megjelent egy halvanyabb jel, de ez nem befolyésolta a kisérleteinket, ez csupan a transzgén
enyhe szivargdsat mutatja. A negativ kontroll white[1118] allatok mintdjdban nem kaptunk

FLAG specifikus jelet.
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14. abra. Az UAS-Yodl.flag torzs validalasa Western blottal. A validalas soran a UAS-
Yodl.flag expresszalod nostényeket, a UAS-Yod1.flag konstrukciot hordozo, de azt nem
expresszalé himeket, és negativ kontrollként a transzgént nem hordozé white!!s

allatokat hasznaltunk. Referenciafehérjénk (loading control) a tubulin volt.

4.2.1. A Yodl tiltermelésének hatasa a HD muslicak életképességére

A YodI tultermelés HD legyek ¢€letképességére gyakorolt hatdsat az 15. dbra mutatja. A
YodI[EY07831] allélt hordozé HD legyek életképessége jelentds javulast mutatott (P=2x10")
(15/A 4bra) amit Yod!.flag transzgént expresszalé allatokkal is megerdsitettiink (P=3,3x107)
(15/B abra). Mindkét interakcid esetében elmondhatd, hogy hatdsukra nagyjabol

haromszorosara ndvekedett a HD legyek életképessége, ami statisztikailag szignifikdnsnak is

bizonyult.
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15. abra. A YodlI tultermelésének HD muslicak életképességére gyakorolt hatasa.
A: A Httex1.Q120 — Yodl[EY07831] interakcids keresztezésbdl kikelt egyedek szdma
genotipus kategorianként. B: A Hittex1. Q120 — Yodl.flag interakcios keresztezésbol
szarmazod egyedek szama. Z61d szinnel a kontroll himeket jeldltiik, melyek hordozzék,

de nem expresszaljak a transzgéneket. **: P<0,03, ***: P<0,001.
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4.2.2. A YodlI taltermelésének hatasa a HD legyek élettartamara

Vizsgaltuk a YodI tultermelésének az €lettartamra gyakorolt hatasat a HD modellben. A
ndstény allatok talélését addig kisértik figyelemmel, amig nem maradt €16 egyed egyik
kategoridban sem. A YodI[EY07831] torzzsel végzett kisérletnél ez 14 (16/A ébra), a Yod!.flag
torzsnél 19 nap volt (16/B abra). A HD legyek median ¢élettartama mindkét kisérletben 6 nap
volt, ezzel szemben a Yod1[EY07831] allé] hatdsara a median élettartam 9 napra (P=4,8x107),
a Yodl flag taltermelés hatdsira 10 napra (P=8,9x10'%) ndvekedett. A két interakcids
kisérletben nagyon hasonlé eredményt kaptunk, a Yodl tultermelése mindkét esetben

megnovelte HD legyek ¢lettartamat.
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16. abra. A Yodl tultermelésének HD legyek élettartamara gyakorolt hatasa. A
tulélési gorbék az €16 egyedek szazalékos aranyat mutatjadk a napokban kifejezett
¢letkor fiiggvényében. A: Httex]. Q120 — YodI[EY07831] interakcio t0lélési gorbéje
(nup= 51 €s nup+yvod1 = 102). B: Httex1.Q120 x Yodl.flag interakcio tulélési gorbéje
(nup= 75 €s nup+vod1 = 224). ***: P<0,001.

4.2.3. A YodlI tultermelésének hatasa HD legyek mozgasi képességeire

Vizsgaltuk a Yod! taltermelésének hatdsat 3 napos HD allatok mozgasi képességeire.
Ehhez maszas tesztet hajtottunk végre, melynek sordan az 5 masodperc alatt megtett vertikalis
tavolsagokat elemztiik ki. A YodI[EY07831] allélt expresszalo HD legyek mintegy haromszor
(P=0,019), a Yod1.flag transzgént expresszalo allatok mintegy négyszer akkora tavolsagot tettek
meg (P=4,08x10®), mint a Yod!-re vad tipustt HD 4llatok. Ez alapjan elmondhat6, hogy Yodl

tultermelése javitja HD-ban leromlé motoros képességeket (17. abra).
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17. abra. YodI taltermelésének HD legyek mozgasi képességeire gyakorolt hatasa. A:
Httex1.Q120 — Yodl[EY07831] interakcids keresztezésbdl szarmazd egyedek altal 5
masodperc alatt atlagosan megtett tavolsagok + szoras (nup= 23 €s nup+yod: = 52). B:
Httex1.Q120 x Yodl.flag interakcids keresztezésbol szarmazo egyedek altal megtett
atlagos Ut + szords 5 masodperc alatt (nup= 75 €s nup+vod1 = 83). **: P<0,03, ***:

P<0,001.

4.2.4. A Yodl tultermelésének hatiasa a HD legyek fotoreceptor neuronjainak

degeneraciojara

A neurodegeneracidos folyamatok vizsgéalatait Yodl torzsekkel végzett genetikai
interakcios keresztezésekbdl szarmazo 7 napos utdodokon végeztiik el. A 18. abran lathato, hogy
a YodI[EY07831] allélt, illetve a Yodl.flag transzgént a Httexl.QI120 transzgénnel ko-
expresszalo allatokban csokkent neuronpusztulas figyelhetd meg a kontroll HD &llatokhoz
képest. Az eredmények mindkét interakcioban szignifikdnsnak bizonyultak. Az
ommatidiumonkénti  atlagos rhabdomer szdm HD A4llatoknal 5,8 volt, mig
HD+YODI1/EY07831] allatoknal 6,47 (P=9,7x107'%). A masik kisérlet soran a HD legyek atlag
rhabdomerszama 5,77, a HD+YODI flag éllatoknal szamolt atlag rhabdomerszam 6,36 volt
(3,5x10°19),
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18. abra. A YodI tultermelésének HD legyek neurodegeneracidjara gyakorolt hatasa.

crer

nup+Yod1 = 10). A grafikonokon az ommatidiumonkénti atlagos rhabdomerszam +
szoras lathat6. C: Fénymikroszkopias felvételek a fotoneuronreceptorok fénygyiijtd

szerkezeteirdl (thabdomerek). ***: P<0,001.

4.2.5. A UAS-Hutex1.Q120 expressziojanak vizsgalata YodlI transzgén jelenlétében

A YodI tultermelése a Hittex1.Q120 — Yodl[EY07831] és a Httex1.Q120 x Yodl.flag
interakcid esetében is jelentdsen javitotta a HD legyek fenotipusat. Kisérleteink soran minden
transzgén GAL4-UAS rendszerben miikodott, ezért ellendriztiik, hogy a Httex1.Q120 transzgén
expresszioja valtozott-e abban az esetben, ha a YodI/EY07831] tGltermeld muténst, vagy a
Yodl.flag transzgént hordoztdk mellette az allatok. Egyes transzgének eldtt tobb UAS
szekvencia talalhatd, melyek elvonhatjdk a GAL4 drivert a rendszerbdl, ezaltal egy masik
transzgén expressziojat csokkenthetik. Reverz transzkripciot kovetd kvantitativ real-time PCR

kisérletekkel igazoltuk, hogy a Yodl torzsek esetében nincs errél sz6, a Hitex].Q120
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expresszios szintje nem csokken, igy a fenotipusos javulas valoban Yod!I tultermelésének

koszonheto (19. abra).
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19. Abra. A mHi#t relativ expresszios szintje nem valtozik a YodI-et is tiltermeld
allatokban a HD kontrollhoz képest. Az abrak a mHit relativ expresszids szintjeit
(£szo6rads) mutatjak a-tubulin at 84B haztartasi génre normalizalva. A YodI[EY07831]
taltermeld mutans (A, nup= 3 €s nup+vod1 = 3) és UAS-Yod 1. flag (B, nup= 3 és nup+Yod!

= 3) transzgén esetén is valtozatlan mHtt expressziot mértiink.

4.3. A Yod1 tultermelés hatasa a vad tipusnak megfeleld Httex1. Q25 transzgént expresszalo

allatok fenotipusara

Miutan megbizonyosodtunk arrél, hogy HD legyek fenotipusos javulasa YodI
tultermelés hatasara kovetkezett be, megvizsgaltuk, hogy egészséges allatokban talmiikddtetve
okoz-e fenotipusos valtozasokat, esetleg van-e karos hatdsa. Ehhez Httexl.Q25 transzgént
hordozo allatokat hasznéaltunk, mely megegyezik a Httex1.Q120 konstrukcioval, csupan a Hit
elsd exonjaban 1év0 poliglutamin ismétlddések szama 25, ami megfelel az egészséges formaval.
A keresztezéseket Yodl[EY07831] allélt expresszalo torzzsel allitottuk 6ssze ugyanugy, mint az

elozo kisérletsorozatokban.

4.3.1. A Yodl tiltermelésének hatasa egészséges allatok életképességére

Az életképességi vizsgalatok soran nagyjabol azonos szamban keltek ki a transzgéneket

expresszalo nodstény kategoridk, igy elmondhatjuk, hogy egészséges egyedekben a
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Yodl[EY07831] allélnak nem volt negativ hatasa az egészséges allatok ¢letképességére
(P=0,81)(20/A abra).

4.3.2. A Yodl tiltermelésének hatasa egészséges allatok élettartamara

Az élettartam vizsgalatok 66 napig folytak, az utols6 egyed halalaig. A talélési gorbén (20/B
abra) jol lathato, hogy a Q25+YODI allatokat prezentald gorbe kissé végig a Q25 allatok
gorbéje felett jart, a kiilonbség Fisher egzakt teszttel 50%-os mortalitdsnal szignifikans volt

(P=6,7x107).

4.3.3. A Yodl tiltermelésének hatasa egészséges allatok motoros képességeire

A maszas teszt soran haromnapos ndstény allatokat vizsgaltunk, mindkét kategoériabol 50-50
egyedet. Az eredményeket az 20/C abra mutatja. A YodI-et tultermeld allatok szignifikansan
jobb maszasi képességekkel rendelkeztek, mint a kontroll Q25 allatok (P=8x107).

4.3.4. A Yodl tiltermelésének hatasa egészséges fotoreceptor neuronokra

A fotoreceptor neuronok vizsgalatat 7 napos ndstényeken végeztiik el, ilyen kort allatoknal méar
jelentkeznek az esetleges negativ hatdsok. Ahogy az abran is lathat6, minden egyed szeme
megfelelt a vad tipusi legyekre jellemzd 7-es rhabdomer/ommatidium atlagnak, a
mikroszképban nem volt lathatd ettdl eltéré ommatidium. Elmondhatjuk, hogy a Yodl
tultermelése nem idéz eld mikroszkoppal vizsgalhatd neurodegenerativ folyamatokat

egeészséges allatokban (20/D abra).
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20. abra. A YodI[EY07831] allél expressziojanak egészséges allatok fenotipusara
gyakorolt hatasa. A Yodl thltermelés hatdsa Httex1.Q25 expresszalo allatok
¢letképességére (A), €lettartaméra (B), mozgési képességeire (C) és az Osszetett szem
ommatidiumaiban lathaté rhabdomerek szaméra (D). Az (A) abra az interakcids
keresztezésbol szarmazo utddkategoridkba esd egyedek szamat mutatja, a (B) abra a
tuléld egyedek szazalékos aranyat &abrazolja a napokban kifejezett életkor
fiiggvényében (nup= 148 és nup+vod1 = 141), a (C) dbra az 5 masodperc alatt megtett
atlagos vertikalis tdvolsagot (£ szoras, nup= 50 €s nup+vodr = 50), a (D) abra az
ommatidiumonkénti atlagos rhabdomerszamot (+ szoras, nup= 10 €s nup+yodar = 10)

mutatja. **<0,03.
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4.4. A §h marker hatasanak vizsgalata HD allatok fenotipusara
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21. abra. A Sb (Stubble) markergén mutaciojanak hatasa HD legyek fenotipusara. Sb

crcr

szarmazd utodkategoridkba esd egyedek szamat mutatja, a (B) abra a tuléld egyedek
szazalékos aranyat abrazolja a napokban kifejezett életkor fliggvényében (nup= 102 és
nup+sp = 95), a (C) abra az 5 mésodperc alatt megtett atlagos vertikalis tavolsagot (+
standard error, nup= 28 ¢€s nup+sp = 26), a (D) dbra az ommatidiumonkénti atlagos

rhabdomerszamot (+ szoras, nup= 10 és nup+sp = 10) mutatja. *: P<0,05.

Kisérleteink soran a Yodl allél és transzgén nyomon kovetése a Sb markergén
mutacioval tortént, ami megrovidiilt szOr fenotipust okoz. Annak tisztdzasara, hogy HD
allatokban a Yod! tultermelés hatasara bekovetkezd fenotipus javuldst milyen mértékben

befolyasolta, hogy a kontroll HD csoport hordozta ezt a markermutaciot, megvizsgaltuk Sh
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marker hatasait HD allatokban. Ehhez a keresztezéseket ugyantgy végeztik el, mint az
elézdeket, csak az elsd keresztezés soran nem egy DUB mutéciot hordozd Drosophila torzset,
hanem vad tipust w/1118] allatokat hasznaltunk. Igy a vizsgalt ndstény utddok egy része
elavGAL4, Httex1.Q120; + genotipust, masik része elavGAL4, Httex1.Q120; Sb/+ genotipusu

volt. Az eredményeket a 21. dbra mutatja.

A Sbhb markermutdci6 enyhe romlast okoz az ¢életképességben (P=0,04), de az
¢lettartamra (P=0,56), motoros képességekre (P=0,45) ¢és a fotoreceptor neuronok
a HD legyek fenotipusos javuldsa a Yod! taltermelésének kdszonhetd. Azonban a Hitex1.Q25
allatokkal elvégzett interakcid esetén tapasztalt enyhébb eltéréseket okozhatta a Sh markergén

mutécioja.

4.5.A YodI tultermelésének vizsgalata Alzheimer-kor modellben

Eredményeinkbdl lathato, hogy Yod! tiltermelésével javitani tudtuk a HD altal kivaltott
beteg fenotipusokat. Annak tisztdzasara, hogy ez a pozitiv hatas altalanos a neurodegenerativ
folyamatokra, vagy specifikusan a mHTT thltermelés esetében figyelhetd meg, a YODI1
deubikvitindz taltermelésének hatdsat megvizsgaltuk az Alzheimer-kor Drosophila
modelljében. A huméan amiloid-Pi42 peptidet expresszaldo modell a kisérleti koriilményeink
kozott gyengébb fenotipust mutat, mint a Huntington-kor modelliink, de neurodegenerativ
folyamatok itt is megfigyelhetdek. Az amiloid-Pi-42 az APP (amiloid prekurzor protein) fehérje
u.n. amiloidogén processzalasa kovetkeztében jon létre, a mHTT-hez hasonloan aggregaciora

192,193 Kisérleteinket a

hajlamos ¢s jelentds szerepet jatszik az AD patogenezisében
laborunkban végzett elozetes AD tesztek alapjan végeztiik el, az egyes vizsgalatok optimalis

idejének meghatarozasa ezek alapjan tortént.

4.5.1. A YodI tiltermelésének hatasa AD muslicak életképességére

AD modellben az ¢életképességben nincs kiilonbség a vad tipusu allatokhoz képest,
vagyis nem figyelhetd meg az az erételjes életképesség romlas, mint a HD allatoknal. A tesztek
eredménye a 22. dbran lathatd. Enyhe életképesség romlast tapasztaltunk a YodI/EY07831] allél
hatasara AD allatoknal (P=0,047), azonban a Yod!.flag transzgén esetében ezt nem tapasztaltuk
(P=0,62).
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22. abra. Yodl tualtermelés AD legyek életképességére gyakorolt hatasa. (A) a
YodI[EY07831] allél, és a (B) Yodl.flag transzgén hatasa AD legyek életképességére.
Az abra a keresztezésekbol szarmazé utdodkategoridkba esé egyedek szamat mutatja. *:

P<0,05.

4.5.2. A Yodl taltermelésének hatasa AD muslicak élettartamara

Vizsgaltuk a Yodl taltermelés élettartamra gyakorolt hatdsat az AD modellben. Az
egeészséges Drosophila egyedek median élettartama 40-50 napra tehetd, ezzel szemben az AD
muslicak esetében ez 25-27 napot jelent. A muslicak tulélését addig kisértiik figyelemmel, amig
nem maradt €16 egyed egyik kategoridban sem. Ez a Yod/EY(07831] allélnal 43 nap, a Yod!.flag
konstrukcié esetében 42 nap volt. Osszességében elmondhatd, hogy Yod! thltermelésének
enyhe ¢élethossznyujtd hatdsa volt, ami a talélési gorbe felénél latszodik, vagyis a median
élettartamot novelte meg. A YodI[EY07831] allél (P=2,7x10°) és a Yodl.flag transzgén
(P=2,8x10"®) median élettartama esetében is szignifikans kiilonbséget kaptunk a kontroll AD

testvéreikhez viszonyitva (23.4bra).
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abra. A Yodl taltermelésének AD legyek élettartamara gyakorolt hatasa. Az dbra
az €10 egyedek szazalékos aranyat mutatja a napokban kifejezett életkor fiiggvényében.
(A) YodI[EY07831] allél élettartamra gyakorolt hatdsa AD allatokban (nap= 229 és
NAD+Yod1 = 195). (B) YodI.flag transzgén hatdsa AD allatok ¢élettartamara (nap= 212 és
NAD+Yodl = 175). ***: P<0,001.

A YodI taltermelésének hatasa AD muslicak motoros képességeire

A maszas teszteket az AD gyenge fenotipusa miatt az eddigiektdl eltéréen 15 napos

allatokon végeztik el. A Yodl thltermelése egyik interakcids keresztezés esetében sem

eredményezett szignifikans valtozast az AD kontroll allatokhoz képest (24. abra).
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abra. A Yodl tultermelésének hatasa AD legyek motoros képességeire. (A) A
YodI[EY07831] allél hatdsa AD legyek motoros képességeire (nap= 79 €s nap+vod1 =
94). (B) A Yod | flag transzgén hatasa AD legyek mozgéaséara (nap= 69 €s nap+yvod1 =47).
Az abra az 5 masodperc alatt megtett atlagos vertikalis tdvolsadgot (+ standard error)

mutatja.
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4.5.4. A Yodl taltermelésének hatasa AD muslicak neurodegeneracios folyamataira

A neuronok pusztuldsa az AD legyekben nem olyan kifejezett, mint a HD legyekben és
az Oregedésiik sordn nem is romlik jelentdsen, ezért mar a kikelést kdvetd tizedik napon
elvégeztiik rajtuk a neurodegeneracios vizsgalatokat. Az Abeta;-42— Yodl [EY(0783 1] interakcids
kisérletben az AD legyek atlag rhabdomer szama ommatidiumonként 6,3 volt, az AD+YOD1
legyeké pedig 6 (P=1,05x10"%). Az Abeta; 4> — Yodl flag interakcids kisérletben a HD legyeknél
6,1, mig a HD+YODI.flag legyeknél 5,8 ommatidiumonkénti atlagos rhabdomerszdmot
(P=5,8x10") allapitottunk meg. Az eredmények mindkét esetben a YodI tultermelésének
negativ hatasat mutatjak, vagyis a Yod! erdsiti az AD modellben fellépd neurodegeneraciot (25.

abra).
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25. abra. A Yodl taltermelésének AD muslicaknal megfigyelhet6é neurodegeneraciora
gyakorolt hatasa. (A) A Yod1[EY(07831] allél hatdsa AD legyek neurodegeneraciojara
(nap= 10 és nap+vodt = 10). (B) A Yodl.flag transzgén hatdsa az AD modellben
tapasztalt neurodegeneraciora (nap= 10 és nap+voat = 10). Az 4abra az

ommatidiumonkénti atlagos rhabdomer szamot (£szdords) mutatja. ***: P <0,001.

4.5.5. Az UAS-Abeta;4; transzgén expresszidojanak ellendrzése a YodI-et tultermel6

allatokban

Hogy ellendrizziik az eredmények valossagat, RT-qPCR eljarasban megvizsgaltuk, hogy
az UAS-Abeta;-4> transzgén expressziojaban tortént-e valtozds a YodI-et thltermeld allél/
transzgén jelenlétében. Az 26. dbran lathatdak az a-tubulin at 84B haztartasai génre normalizalt,

relativ Abeta;.42 expresszids értékek, ami alapjan elmondhatd, hogy a Yod! allélt/transzgént
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hordozé 4llatokban a kontroll csoporthoz képest nem valtozott szignifikdns mértékben az

Abeta;-4> mRNS mennyisége.
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26. abra. Amiloid-f;-4> transzgén expresszioja nem csokkent le a YodI allél/transzgén
hatasara. Az 4bra az a-tubulin at 84B héaztartasai génre normalizalt relativ expresszios
értékeket mutatja %-ban kifejezve (x szords). (A) Abetaj-42+Yodl[EY07831]
interakcids keresztezésbdl szarmazé utdédokban mért Amiloid-f1-42 expressziod (nap= 3
€s Nnabp+vodi = 3). (B) Abeta;.s+Yodl. flag interakcids keresztezésbdl szarmazd

utodokban mért amiloid-f1-4> expresszid (nap= 3 €s NaD+yod1 = 3).

Az eredményeket 0sszegezve lathatd, hogy a Yod I overexpresszidja vegyes hatassal volt
az AD modell fenotipusaira, szemben a HD modellel, ahol a Yodl[/EY07831] allél és az UAS-
Yodl .flag transzgén esetében is valamennyi vizsgalatban pozitiv eredményeket kaptunk. Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a YOD1 deubikvitinaz taltermelésének hatasa specifikus a mutans

Hit kivaltotta patologias folyamatokra Drosophila melanogaster-ben.

4.6. A YodI tultermelésének hatasa a mHTT aggregatumok képzédésére

A mHTT okozta patologias folyamatok egyik jellemzdje a mHTT aggregatumok
képzddése. A  mikroszkoppal vizualisan detektdlhatd méreti HTT.Q96-Cerulean
aggregatumokat vandorld L3 larvak nyalmirigyében vizsgaltuk. A konfokalis mikroszkopos
vizsgalatok reprezentativ felvételei a 27/A és 27/B abran lathatoak. Az eredményeink azt
mutatjak, hogy Yod! tultermelése nem okoz dramai valtozast az aggregatumok szdméaban (27/C

abra). Mivel a HTT.Q96-Cerulean aggregadtumok széles mérettartomanyban mozogtak, igy
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méret szerint kategoriakba rendeztiik az aggregatumokat, ezeknek az 6sszehasonlitasa a 27/D

abran lathato.
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27. abra. A Yodl tultermelésének hatasa az mHtt aggregaciojara L3 stadiumu larvak

nyalmirigyében. Konfokalis mikroszkopids felvételek (A) HTT.Q96-Cerulean+YOD1
¢s (B) HTT.Q96-Cerulean genotipusu larvak nyalmirigy sejtjeirdl (z6ld: HTT.Q96-
Cerulean). (C) A megszamolt Osszes aggregatum egy sejtre atlagolva (nup+yopi = 96,
nup = 74, P =0.48). D: Az aggregatumok méreteloszlasa egy sejtre atlagolva. E: A 2pum-
nél nagyobb aggregatumok szdma egy sejtre atlagolva (P =5 x 10°%, Wilcoxon Sum of

Ranks test). *: P<0,05, **: P<0,03, ***: P<0,001.
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Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a 2-4um (P=1,15x107?), a 6-8um (P=3,9x10%)
és a 10um-nél nagyobb (P=4,6x10%) aggregatumok esetében szignifikansan tobb aggregatumot
szamoltunk a HTT.Q96-Cerulean+YOD1 larvak nyalmirigy sejtjeiben a HTT.Q96-Cerulean
larvakhoz képest. A 27/E abran az el6zdleg felosztott 2pum-nél nagyobb mérettartomanyba esd
aggregatumok Osszesitett, egy sejtre atlagolt szdma lathato, ahol szintén szignifikansan tobb
aggregatumot szamoltunk a HTT.Q96-Cerulean+YOD1 larvak esetében a HTT.Q96-Cerulean
larvakhoz viszonyitva. Egy 2013-ban megjelent tanulmanyban kimutattak, hogy a nagyobb
méreti mHTT aggregatumok kevésbé toxikusak, mint a mHTT oligomerek, melyek
kapcsolatba 1éphetnek az UPS komponensekkel, transzkripcios faktorokkal és karositjak azok
miikodését %Y. A Yodl taltermelésének hatasara tapasztalt valtozdsok az aggregatumok

méreteloszlasdban menekitd hatast lehet a mHTT okozta toxicitassal szemben.

4.7. Transzkriptomikai valtozasok mHtt okozta stressz koriilmények kozott és a Yodl

taltermelés hatasara

4.7.1. A transzkriptomikai vizsgalalatok osszefoglalé eredményei

Annak tisztazasara, hogy a Yod! taltermelése milyen folyamatok befolyasolaséaval éri el
pozitiv hatdsait a HD allatok fenotipusara, RNS szekvenalason alapuld transzkriptomikai
vizsgalatokat végeztiink HD (elav-GAL4/+; UAS-Httex1.Q120/+), YodI-et taltermeld (elav-
GAL4/+;  Yodl[EY07831]/+) ¢és HD+YODI1 (elav-GAL4/+; UAS-Httex1.Q120/+;
Yodl[EY07831]/+) allatokban. Kontrollként elav-GAL4 allatokat hasznaltunk, igy az elav-
GALA4 hattér esetleges hatasait kizartuk. Megvizsgaltuk, hogy a mutans huntingtint expresszalo
HD éllatokban milyen transzkriptomikai valtozasok kovetkeznek be az egészséges elav-GAL4
allatokhoz képest; megallapitottuk, hogy a Yod! overexpresszioja milyen gének transzkripcidjat
befolyasolja egészséges allatokban; valamint megvizsgaltuk, hogy a Yod! talmikodtetése

milyen transzkriptomikai valtozasokat idéz el6 HD allatokban.

A kisérletek validitdsa szempontjabdl fontos, hogy a transzkriptomikai adatok
elemzésével igazoltuk a Yodl emelkedett expressziojat a YODI1 és a HD+YODI allatokban a
Yodl[EY07831] allélt nem hordozo6 elav-GAL4 éllatokhoz képest; valamint hogy igazoltuk,
hogy a Httex1.Q120 transzgén nem downregulalodik a YOD1+HD allatokban a HD allatokhoz

képest. A Yodl és a mHtt transzgén expresszios szintjeit a 28. abra mutatja.
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28. abra. Yodl és mHtt transzkripcios szintjei az RNS szekvenalas alapjan. (A) A Yod!
expresszioja szignifikdnsan megndvekedett az elav-Gal4, Yodl[EY07831] (P=0,0011),
¢s az elav-GAL4, Httex1.Q120; Yodl[EY07831] allatokban (P=0,0004) a kontrollhoz
képest. Ahogy fentebb kvantitativ real-time PCR eljarassal is kimutattuk (23. dbra), a
mHtt transzgén expresszios szintje nem csokkent le YodI-et taltermeld allatokban (B).
Az adatpontok a bioldgiai ismétlések normalizalt szekvendldsi leolvasisszamat

mutatjak, a vizszintes vonalak az atlagértékeket jelolik.

A transzkriptomikai analizis 0sszefoglaldsat a 29. abra mutatja. A szekvenaladsi adatok
alapjan a Yodl taltermelésének hatdsara 427 gén expresszidja valtozott meg, ezek tobbsége
upregulalodott (292 gén), kisebb része downregulalodott (135 gén) az elav-GAL4 kontrollhoz
képest. A mH1t altal kivaltott stressz hatasara dsszesen 3314 gén transzkripcidja valtozott meg
a kontroll allatokhoz képest, ezek kozel fele upregulalodott (1873 gén), fele downregulalodott
(1441 gén). A HD muslicdkban diszregulalt gének szdmahoz viszonyitva a Yod!I-et tultermeld
HD allatokban 43%-kal, 1892-re csokkent a diszregulalt gének szama (29/A abra). Azaz a Yodl
tultermelése a HD modellben megfigyelhetd transzkripcios zavar jelentds enyhiilését

eredményezte.
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Az egyes genotipusok kozti atfedd, transzkripcios valtozast mutatd gének szamat a 29/B
abra mutatja. A kizarélag a YOD1 allatokban valtozast mutat6 gének szdma 119, a kizardlag a
HD+YODI1 allatokban diszregulélt gének szama 724, mig a kizarélag a HD allatok mintaiban
transzkripcids valtozast mutatd gének szama 2099 volt. Az elav-GAL4 kontrollhoz képest 145

gén expresszioja valtozott meg mindharom genotipusban.

A Yodl-et tiltermeld egészséges allatokban 105 olyan gén expresszidja mutatott
valtozast, ami a HD Aallatokban is megvaltozott transzkripciét mutatott de nem valtozott
HD+YODI1 allatokban és 58 olyan gén transzkripcidja valtozott meg ami HD+YODI
allatokban is megvaltozott de nem mutatott valtozast HD allatokban. Ezen kiviil 965 olyan gén
expresszios valtozasait mutattuk ki HD és HD+YOD1 allatokban, amik nem mutattak valtozast

YODI1 allatokban.

Yod1

mmm downreguldlt

mmmm upreguldlt ﬂ
Yod1 w

HD

HD

HD+
Yod1 HD +
Yod1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
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29. abra. A transzkriptomikai vizsgalatok osszefoglalé abraja. Az abra (A) az elav-
GALA4 kontrollhoz képest szignifikdnsan (P<0,05) csokkent expressziot (downregulalt,
pirossal jelolve), illetve megndvekedett expressziot (upregulalt, zolddel jel6lve) mutatod
gének szamat; (B) és az egyes genotipusokban az elav-GAL4 kontrollhoz viszonyitva

differencialtan expresszalt gének halmazainak atfedéseit mutatja (B).

A YODI1 Aallatok mintaiban 6sszesen 250 olyan gén megvaltozott expresszidjat mértiik,
melyek a HD allatok mintaiban is valtozast mutattak. Ez arra utal, hogy a Yod! taltermelése

olyan gének expresszidjat befolyasolja, melyekre a mHTT jelenléte is hatassal van. A HD
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allatok és a HD+YOD1 allatok mintaiban is megvaltozott transzkripciét mutaté gének szama
1110 wvolt, szemben a HD allatokban 0Osszesen megfigyelt 3314 gén megvaltozott
expressziojaval az elav-GAL4 kontrollhoz viszonyitva. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
Yod1 tultermelésével a HD allatokban diszregulalt gének koziil 2204 gén expresszioja helyreall
a normal allapotra HD+YODI1 allatokban. A Yodl taltermelése olyan folyamatokat
befolyasolhat, amik ezen gének megvaltozott expressziojat eredményezik A Yodl
tultermelésének HD allatok beteg fenotipusara gyakorolt pozitiv hatdsait részben ezen gének

transzkripcidjanak helyreallitasaval érheti el.

4.7.1. A mHit altal kivaltott transzkriptomikai valtozasok

Szekvenalasi eredményeinket a FlyEnrichr online géncsoport dusulasanalizis (Gene Set
Enrichment Analysis, GSEA) alkalmazas segitségével elemztiik ki '¥. A HD legyekben
végbemend  transzkripcionalis  valtozasok  szignifikdns  dusulast —mutattak  olyan
géncsoportokban, amik neurodegenerativ = betegségmodellek  adatkészleteiben  is
megtalalhatéak, Ggy mint a Parkinson-korban (P=7.49x107), tauopétidban (P=1.22x10°),
valamint a Huntington-kérban is (P=6.37x10"®). Ezek az eredmények a HD modelliink
hitelességét igazoljak.

A HD legyekben fokozott transzkripcionalis aktivitdst mutatott gének olyan biologiai
folyamatokhoz kothetéek (Gene Ontology Biological Process (GO BP) kategériak alapjan),
mint az antimikrobidlis védekezés, kromatin Osszeszerelddés, protein szintézis, protein

metabolizmus és clearance. (30/A abra).

A HD allatokban a kontroll allatokhoz képest alacsonyabb expressziot mutatott gének
(GO BP alapjan) a neuronalis fejlédésben €s plaszticitasban, a fehérje modifikacidban, a fény

stimuldciora adott valaszban és a vezikularis transzportban vesznek részt. (30/B é4bra).

4.7.2. A Yodl gént tilmiikodtetéo muslicakban végbemené transzkripcionalis valtozasok

A dusuldsanalizis eredményei azt mutatjak, hogy a Yod!l taltermelésével leginkabb
olyan gének transzkripcidja valtozott, amik a fehérjebioszintézisben ¢és foldingban jatszanak
szerepet. A GO BP elemzések alapjan dusuldst mutatd gének a citoplazmatikus transzlacidhoz
(P=5.58x10*), a riboszéma Osszeszerelddéshez (P=9,43x107), a ,,de novo” poszttranszlacios

fehérje foldinghoz (P=4,37x107), a ribonukleoprotein komplex Osszeszerelddéséhez
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(P=4,47x10%), a topologiailag rossz fehérjékre adott sejtvalaszhoz (P=0,0012) valamint az
unfolded protein response-hoz (P=0,0012) kothetéek. A YodI-et taltermeld allatokban olyan
gének transzkripciondlis valtozasait is kimutattuk, melyek szignifikans disuldst mutatnak két
huméan neurodegenerativ betegségmodell adatkészleteiben, a HD-ben (P=0.017) ¢és

Spinocerebellaris ataxia3-ban (Machado-Joseph disease, P=0,041).

Ezek az adatok, illetve a YODI allatokban tapasztalt transzkripcionalis valtozasok
jelentds atfedése a HD allatokban bekdvetkezett transzkripcionalis valtozasokkal arra utalnak,
hogy a Yod|I tltermelése olyan molekularis utvonalakat befolyasol, melyek szerepet jatszanak

a HD patogenezisében.

4.7.3. A YodlI taltermelése altal kivaltott transzkripcionalis valtozasok HD allatokban

A transzkriptomikai analizisek sordn vizsgéltuk a Yod! tultermelés transzkripcionalis
hatasait HD allatokban. Ennek sordn Osszehasonlitottuk a HD ¢és a HD+YODI allatok
szekvenalasi adatait. A Yodl taltermelése Osszesen 1674 gén szignifikans (P<0,05)
viszonyitva. A valtozast mutatdé gének 59,3%-a esetében a Yod! thltermelés hatdsara részben,
vagy teljesen helyreéllt a HD muslicdkban diszregulalt mRNS szint az egészséges kontrollnak
(elav-GAL4) megfelel6 szintre. Ezek koziil 748 olyan gén volt, amely downregulalt volt a HD
allatokban az elav-GAL4 kontrollhoz képest, a Yodl mHtt-vel torténd ko-expresszidja hatasara
pedig emelkedett expressziét mutattak. Ezen gének dusuldsanalizis alapjan a fényre adott
valaszreakcioval, a neurondlis fejlodéssel és plaszticitassal, a fehérjemodifikacioval ¢€s a
vezikularis transzporttal kapcsolatos GO BP kategoriakkal fiiggnek dssze (30/D é4bra). Tovabbi
1065 gén HD-ban upregulalt volt és downregulacidjukat figyeltiik meg a Yod! tultermelés
hatasara a HD éallatokban. E gének az antimikrobialis védekezés, a fehérjeszintézis, valamint a
fehérje anyagcserével és fehérje lebontasaval kapcsolatos GO BP kategoriakkal asszocialtak

(30/C &bra).
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30. abra. A Yodl overexpresszio hatasara részben helyreallitott biologiai folyamatok
HD allatokban. Az elav-GAL4 kontrollhoz képest HD allatokban upregulalt génekhez
(A) és a HD éllatokban downregulalt génekhez kothetd biologiai folyamatok (B),
valamint azon génekhez kothetd biologiai folyamatok melyek upregulaltak voltak HD-
ben ¢és kifejezddésiik downregulacidval helyredllt a Yod! taltermelésének hataséara (C),
illetve azon génekhez kothetd biologiai folyamatok melyek downregulaltak voltak HD-
ben ¢és kifejezddésiik upregulacioval helyreallt a Yod 1 taltermelésének hatasara (D). Az
dasulasanalizisek FlyEnrichr applikaciéval késziiltek GO BP (2018) adatbazis
felhasznalasaval, melybdl az els6 20 leginkabb szignifikdns bioldgiai folyamatot
gytjtottiik ki. A P értékek Benjamin-Hochberg modszerel korrigaltak, a z-score a

rangsorban vart poziciotol valé eltérésnek felel meg. '°

A HD+YODI1 éllatokban YodI hatasara helyreallt expressziot mutaté gének mellett

olyan géneket is azonositottunk, melyek a HD legyekben nem mutattak valtozast a kontroll
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mintahoz képest. 615 ilyen gén expresszidja ndvekedett meg a Yod! tultermelés hatasara HD
allatokban, melyek a transzkripcid szabalyozassal, az mRNS feldolgozassal, a morfogenezissel
¢s a szinaptikus transzmisszioval kapcsolatos GO BP kategoéridkban mutattak dasulést (31/A
ezen gének a fehérjeszintézissel, a mitokondridlis-ATP szintézissel, metabolikus folyamatokkal
¢s az izomsejtek fejlédésével kapcsolatos GO BP kategoridkban dusultak fel (31/B abra). A
YodI tiltermelés hatasara HD éllatokban megfigyelt fenotipus javulas feltehetéen ezen gének

expressziodjanak megvaltozasaval 0sszefiiggésben all.
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31. abra. Azon génekhez kothetd biologiai folyamatok, melyek nem diszregulaltak HD
allatokban, de YOD1+HD allatokban megvaltozott expressziét mutattak. A Yod/
tultermelésének hatasara upregulalt (A) és downreguldlt (B) génekhez kapcsolodo
bioldgiai folyamatok (GO BP alapjan), melyek hozzédjarulhatnak a HD altal kivaltott
fenotipusok javuldsdhoz. Az abran a 20 leginkabb szignifikans valtozast mutatd
biologiai folyamat van feltiintetve, melyekben expresszidjukban megvaltozott géneket
detektaltunk. A szinek az egyes funkcionalis kategoridkat jelolik. A disulasanalizis
FlyEnrichr segitségével késziilt, a P értekek Benjamini-Hochberg modszerrel

korrigaltak. A z-score a rangsorban vart poziciotol valo eltérésnek felel meg ',
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5. Diszkusszio

Szamos neurodegenerativ betegségre jellemzo egy adott fehérjének a felhalmozodasa,
ami plakkokat, aggregatumokat képez a kdzponti idegrendszerben '. Ez a jelenség arra utal,
hogy a fehérjeanyagcserében zavar keletkezett. A f6 fehérjelebontasi utvonal a sejtekben az
ubikvitin-proteaszéma rendszer (UPS) altal valosul meg, melyben tobb enzim, enzimcsoport
egyittmikodve latja el ezt az Osszetett feladatot. Az UPS kulcsfontossagli enzimei a
deubikvitinazok (DUB), melyek a felhasznalt ubikvitineket visszaforgatjak a rendszerbe, igy
nem meriil ki az ubikvitin készlet és minden folyamat szdméra elérhetd marad . A
szakirodalomban tobb tanulmédny is aladtdmasztja a DUB-ok jotékony hatasait a HD
modellekben. Az Usp14 DUB-r6l kideriilt, hogy tultermelése csokkenti a mHTT aggregatumok
szamat és védi a neuronokat a degeneraciotol '%°, az UCHL-1 szerepet jatszik a HD
patogenezisében '°7, a YOD1 csokkenti a muténs huntingtin altal okozott neurotoxicitast humén
sejtkultiraban!®!, tovabba az Usp12 neuroprotektiv hatdsat is bizonyitottak humén neuronélis

sejtvonalakban és Drosophila HD modellben %%

Munkank soran 32 DUB gén hatdsat vizsgaltuk meg a Huntington-kor Drosophila
melanogaster modelljében, és az eredményeink hasonloan a fent emlitett példdhoz azt mutatjak,
hogy a YodI tiltermelésével mérsékelhetdek a mHtt kivaltotta patologias folyamatok. A Yodl
tultermelése esetén javuldst tapasztaltunk a HD legyek életképességében, élettartamaban,
motoros képességeiben, és csokkent neurodegeneraciot figyeltiink meg. Az Alzheimer-kor
amiloid-B1.42 peptid taltermelésén alapuld Drosophila modelljében nem tapasztaltuk a YOD1

tultermelésének pozitiv hatdsait, igy elmondhatjuk, hogy a Yod!l hatdsa specifikus a HD

crer

A Drosophila YODI1 human ortolégja az OTU DUB csaladba tartozé6 YOD1/OTUD2
cisztein proteaz (fehérjeazonossag: 42%, hasonlosag: 58%), mely K11, K48 és K63 kotést
ubikvitinre specifikus aktiv DUB '*°. Emlés sejteken végzett kisérletekben bizonyitottak, hogy
a human YODI1 szerepet jatszik az endoplazmatikus retikulum asszocialt degraddcioban
(ERAD) ¢és az ER stressz valaszban, amit az ER-ben felhalmoz6do hibas térszerkezetii fehérjék
(ERAD szubsztratok) indukalnak '%2%0-201 Ezek a fehérjék még az ER-ben ubikvitinalodnak,
ez az ubikvitin jel pedig kettds szereppel bir az ERAD folyamata soran. Egyrészt lehetdséget
biztosit egy ER fehérjének, a P97 AAA ATP-aznak (méasnéven VCP for valosin-containing
protein vagy CDC48), hogy az ubikvitineken keresztiil kapcsolatba 1épjen ezen ERAD
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szubsztratokkal és segitse retrotranszlokacidjukat a citoplazma irdnyaba 2°2. Masrészt miutan
ezek a fehérjék kijutottak az ER-bdl, az ubikvitin jelnek kdszonhetéen a proteaszémahoz

iranyitodnak.

A proteaszoma és a P97 is kapcsolatba 1ép DUB-okkal, és a P97-tel interakcidoban 1évo
DUB-ok egy része pozitivan szabalyozza az ERAD-ot 2°%2% A huméan YODI is ilyen pozitiv
szabalyozo szereppel bir, segiti a P97-et az ERAD szubsztratok ER-b6] torténd kijuttatasaban.
Az ERAD folyamataban a P97 altali retrotranszlokacid elétt sziikség lehet deubikvitinacios
Iépésre, ebben jatszhat szerepet a YODI azéltal, hogy eltavolitja a K11 és K48 kotésu
ubikvitineket a fehérjékrdl 2%°. Aktivitisa nem fiigg a P97 altali ATP hidrolizistdl, igy
valészintileg a P97 altali retrotranszlokicio elétt vagy vele parhuzamosan hat % A YODI a
nem ubikvitinalt ERAD szubsztratokkal is képes kapcsolatba 1épni és gatolja azok
fiiggetlen mddon jutnak ki a citoszolba. Ilyen szubsztrat pl. a koleratoxin A, melynek kijutasa

az ER-bdl a toxicitasanak kritikus 1épése. A YODI1 gatolja a koleratoxin A kijutasat az ER-bol,

crer

crer

crer

membranon keresztiil %1%, Ezek az eredmények egyértelmiien bizonyitjdk a YOD1 ERAD-

ban betoltott szabalyozd szerepét.

Az aggregacios vizsgalatok sordn a YodI tlltermelésének hatidsdra a nagymeéretii
aggregatumok szdmaban novekedést tapasztaltunk a HD allatok nyalmirigy sejtjeiben a Yod!-
re vad tipust HD allatokhoz képest. Leitman €s munkatarsai sejtvonalakon végzett kisérletek
soran kimutattdk, hogy a mHTT monomer ¢€s oligomer formai gatoljadk az ERAD folyamatét,
ezaltal az ERAD szubsztratok felhalmozodnak, ami ER stresszhez, majd apoptotikus
folyamatok elinduldsahoz vezet. A nagyméretli aggregdtumok megjelenésével ez a stressz
csokkend tendenciat mutat. A kialakult nagy aggregatumokba koénnyen csapdazoédnak a mHTT
monomerek ¢€s kisebb oligomereket, melyek a toxikus oligomerek forrasaként szolgalhatnanak
194 Egy masik tanulmanyban kimutattdk a HTT fehérje jelenlétét az ER-ben 2% igy
feltételezhetjiik, hogy a mHTT ERAD szubsztrat. A YodI tultermelésével talan fokozhato a

mHTT ER-bdl a citoplazmaba torténd retrotranszlokacioja, igy a mHTT megnovekedett szintje

a citoplazmaban eredményezheti a nagyobb aggregatumok kialakuldsat. A nagyméretii
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aggregatumok menekité hatdsaval magyarazhatd a HD modelliinkben tapasztalt

neurodegeneraci6 csokkenése a Yod! taltermelés hatasara.

Transzkriptomikai eredményeink alapjan a YodI-et tiltermeld allatokban diszregulalt
gének kozott dusulast mutattak azok, amelyek az UPR-ben (Unfolded protein response), vagyis
a hibas térszerkezetli fehérjék felhalmozodasara adott sejtvalaszban jatszanak szerepet, emellett
a HD muslicakban a Yodl helyredllitotta olyan gének expressziojat, melyek a
fehérjeanyagcseréhez ¢és a fehérjék eliminalasdhoz kothetdek. Ez Osszhangban van a
szakirodalommal, hiszen a YOD1 deubikvitinazra sziikség van a hibas térszerkezetii ERAD
szubsztratok proteaszOméahoz iranyitasdhoz ¢és az ER-ben torténd felhalmozodasuk
megakadalyozasdhoz, ami ER stresszhez vezetne. Emellett a YodI-et taltermeld allatokban
olyan gének megvaltozott transzkripcidjat észleltik, amik dasuldst mutatnak a
Human Disease from FlyBase 2017 adatbazisban a HD-re jellemzd génhalmazzal. Ezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a YodI-nek szerepe lehet a HD altal kivaltott
patomechanizmusok kivédésében és a mHTT altal kivaltott citotoxicitas csokkentésében.
Hatésat valoszintileg azon gének transzkripcidjanak megvaltozasan keresztiil éri el, melyek a
HD éllatokban diszregulaltak voltak és a Yod! tultermelésével helyreallt a transzkripciojuk ugy,
mint a neuronalis fejlodésben, kromatin Osszeszerelédésben, vezikularis transzportban,
fehérjemetabolizmusban szerepet jatszo gének, illetve azon géneken keresztiil, melyek a HD
allatokban nem mutattak transzkripcionalis valtozast, de a YodI-et és a mHtt-t koexpresszald
allatokban megvaltozott az expressziojuk mértéke. Ezen gének tdbbek kozott a
transzkripciondlis  szabalyozashoz, morfogenezishez, fehérjék éréséhez  kothetdek.
Osszességében elmondhatjuk, hogy kisérleteink soran a human Htt gén mutans formaja altal
kivaltott fenotipusokat sikeresen szupresszaltuk a YODI1 deubikvitindz tultermelésével, ami

egy esetleges terapids lehetdséget rejthet magaban a Huntington-kor kezelésében.

74



10.

11.

12.

6. Irodalomjegyzék

Masters, C. L. & Beyreuther, K. Science, medicine, and the future: Alzheimer’s disease. BMJ
316, 446-448 (1998).

Ahmad, K. et al. Commonalities in Biological Pathways, Genetics, and Cellular Mechanism
between Alzheimer Disease and Other Neurodegenerative Diseases: An In Silico-Updated
Overview. CAR 14, (2017).

Dugger, B. N. & Dickson, D. W. Pathology of Neurodegenerative Diseases. Cold Spring Harb
Perspect Biol 9, a028035 (2017).

Meem, T. M. et al. A Comprehensive Bioinformatics Approach to ldentify Molecular
Signatures and Key Pathways for the Huntington Disease. Bioinform Biol Insights 17,
11779322231210098 (2023).

Jiao, L.-L. et al. The potential roles of salivary biomarkers in neurodegenerative diseases.
Neurobiology of Disease 193, 106442 (2024).

Gijs, M. et al. High levels of mutant huntingtin protein in tear fluid from Huntington’s
Disease Gene Expansion Carriers. JMD (2024) d0i:10.14802/jmd.24014.

Lapp, H. S. etal. Troponin T is elevated in a relevant proportion of patients with 5g-
associated spinal muscular atrophy. Sci Rep 14, 6634 (2024).

Kremer, B. et al. Aworldwide study of the Huntington’s disease mutation. The sensitivity
and specificity of measuring CAG repeats. N EnglJ Med 330, 1401-1406 (1994).

Saudou, F. & Humbert, S. The Biology of Huntingtin. Neuron 89, 910-926 (2016).
Huntington, G. On Chorea. JNP 15, 109-112 (2003).

Conneally, P. M. Huntington disease: genetics and epidemiology. Am J Hum Genet 36, 506—
526 (1984).

Dhingra, H. & Gaidhane, S. A. Huntington’s Disease: Understanding Its Novel Drugs and

Treatments. Cureus (2023) doi:10.7759/cureus.47526.

75



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Zhang, H. et al. The crystal structure of the MPN domain from the COP9 signalosome
subunit CSN6. FEBS Lett 586, 1147-1153 (2012).

Yu, M. S. & Tanese, N. Huntingtin Is Required for Neural But Not Cardiac/Pancreatic
Progenitor Differentiation of Mouse Embryonic Stem Cells In vitro. Front Cell Neurosci 11,
33(2017).

Gusella, J. F. et al. A polymorphic DNA marker genetically linked to Huntington’s disease.
Nature 306, 234-238 (1983).

Gusella, J. F. & MacDonald, M. E. Huntington’s disease. Semin Cell Biol 6, 21-28 (1995).
Lee, J.-M. et al. CAG repeat expansion in Huntington disease determines age at onsetin a
fully dominant fashion. Neurology 78, 690-695 (2012).

Nasir, J. et al. Targeted disruption of the Huntington’s disease gene results in embryonic
lethality and behavioral and morphological changes in heterozygotes. Cell 81, 811-823
(1995).

Duyao, M. P. et al. Inactivation of the Mouse Huntington’s Disease Gene Homolog Hdh.
Science 269, 407-410 (1995).

Mangiarini, L. et al. Exon 1 of the HD Gene with an Expanded CAG Repeat Is Sufficient to
Cause a Progressive Neurological Phenotype in Transgenic Mice. Cell 87, 493-506 (1996).
Rubinsztein, D. C. Lessons from animal models of Huntington’s disease. Trends in
Genetics 18,202-209 (2002).

Schilling, G. Intranuclear inclusions and neuritic aggregates in transgenic mice expressing
a mutant N-terminal fragment of huntingtin [published erratum appears in Hum Mol Genet
1999 May;8(5):943]. Human Molecular Genetics 8, 397-407 (1999).

Gusella, J. F,, Lee, J.-M. & MacDonald, M. E. Huntington’s disease: nearly four decades of
human molecular genetics. Human Molecular Genetics 30, R254-R263 (2021).
Kegel-Gleason, K. B. Huntingtin Interactions with Membrane Phospholipids: Strategic

Targets for Therapeutic Intervention? Journal of Huntington’s Disease 2, 239-250 (2013).

76



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Ross, C. A. & Tabrizi, S. J. Huntington’s disease: from molecular pathogenesis to clinical
treatment. The Lancet Neurology 10, 83-98 (2011).

Andrade, M. A. & Bork, P. HEAT repeats in the Huntington’s disease protein. Nat Genet 11,
115-116 (1995).

Zuccato, C. et al. Loss of Huntingtin-Mediated BDNF Gene Transcription in Huntington’s
Disease. Science 293, 493-498 (2001).

Alkanli, S. S., Alkanli, N., Ay, A. & Albeniz, I. CRISPR/Cas9 Mediated Therapeutic Approach
in Huntington’s Disease. Mol Neurobiol 60, 1486-1498 (2023).

Reiner, A., Dragatsis, I., Zeitlin, S. & Goldowitz, D. Wild-type huntingtin plays a role in brain
development and neuronal survival. Mol Neurobiol 28, 259-276 (2003).

Choo, Y. S. Mutant huntingtin directly increases susceptibility of mitochondria to the
calcium-induced permeability transition and cytochrome c release. Human Molecular
Genetics 13, 1407-1420 (2004).

Song, W. et al. Mutant huntingtin binds the mitochondrial fission GTPase dynamin-related
protein-1 and increases its enzymatic activity. Nat Med 17, 377-382 (2011).

Qin, Z.-H. & Gu, Z.-L. Huntingtin processing in pathogenesis of Huntington disease. Acta
Pharmacol Sin 25, 1243-1249 (2004).

Riguet, N. et al. Nuclear and cytoplasmic huntingtin inclusions exhibit distinct biochemical
composition, interactome and ultrastructural properties. Nat Commun 12, 6579 (2021).
Estevez-Fraga, C., Tabrizi, S. J. & Wild, E. J. Huntington’s Disease Clinical Trials Corner:
August 2023. JHD 12, 169-185 (2023).

Marxreiter, F., Stemick, J. & Kohl, Z. Huntingtin Lowering Strategies. [JMS 21, 2146 (2020).
Wild, E. J. & Tabrizi, S. J. Therapies targeting DNA and RNA in Huntington’s disease. The
Lancet Neurology 16, 837-847 (2017).

Klug, A. The Discovery of Zinc Fingers and Their Applications in Gene Regulation and

Genome Manipulation. Annu. Rev. Biochem. 79, 213-231 (2010).

77



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Victor, M. B. et al. Generation of Human Striatal Neurons by MicroRNA-Dependent Direct
Conversion of Fibroblasts. Neuron 84, 311-323 (2014).

Zayed, M. A. et al. Stem-Cell-Based Therapy: The Celestial Weapon against Neurological
Disorders. Cells 11, 3476 (2022).

Zhang, X.-X. et al. The Epidemiology of Alzheimer’s Disease Modifiable Risk Factors and
Prevention. J Prev Alz Dis 1-9 (2021) doi:10.14283/jpad.2021.15.

Puzzo, D. et al. Endogenous amyloid-f3 is necessary for hippocampal synaptic plasticity
and memory. Annals of Neurology 69, 819-830 (2011).

Soucek, T., Cumming, R., Dargusch, R., Maher, P. & Schubert, D. The Regulation of Glucose
Metabolism by HIF-1 Mediates a Neuroprotective Response to Amyloid Beta Peptide.
Neuron 39, 43-56 (2003).

Chow, V. W., Mattson, M. P., Wong, P. C. & Gleichmann, M. An Overview of APP Processing
Enzymes and Products. Neuromol Med 12, 1-12 (2010).

Salminen, A. et al. Impaired autophagy and APP processing in Alzheimer’s disease: The
potential role of Beclin 1 interactome. Progress in Neurobiology 106-107, 33-54 (2013).
Breijyeh, Z. & Karaman, R. Comprehensive Review on Alzheimer’s Disease: Causes and
Treatment. Molecules 25, 5789 (2020).

Roher, A. E. et al. beta-Amyloid-(1-42) is a major component of cerebrovascular amyloid
deposits: implications for the pathology of Alzheimer disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90, 10836-10840 (1993).

Tew, J. & Goate, A. M. Genetics of B-Amyloid Precursor Protein in Alzheimer’s Disease. Cold
Spring Harb Perspect Med 7, a024539 (2017).

De Strooper, B. Loss-of-function presenilin mutations in Alzheimer disease: Talking Point
on the role of presenilin mutations in Alzheimer disease. EMBO Reports 8, 141-146 (2007).
Hutton, M. & Hardy, J. The presenilins and Alzheimer’s disease. Hum Mol Genet 6, 1639-

1646 (1997).

78



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Crowther, R. A. Straight and paired helical filaments in Alzheimer disease have a common
structural unit. Proc Natl Acad Sci U S A 88, 2288-2292 (1991).

Alonso, A. C., Zaidi, T., Grundke-Igbal, I. & Igbal, K. Role of abnormally phosphorylated tau
in the breakdown of microtubules in Alzheimer disease. Proc Natl Acad Sci U S A 91, 5562—
5566 (1994).

Bamburg, J. R. & Bloom, G. S. Cytoskeletal pathologies of Alzheimer disease. Cell Motil.
Cytoskeleton 66, 635-649 (2009).

Grundke-Igbal, I. et al. Abnormal phosphorylation of the microtubule-associated protein
tau (tau) in Alzheimer cytoskeletal pathology. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83, 4913-4917
(1986).

Hoover, B. R. et al. Tau Mislocalization to Dendritic Spines Mediates Synaptic Dysfunction
Independently of Neurodegeneration. Neuron 68, 1067-1081 (2010).

Madnani, R. S. Alzheimer’s disease: a mini-review for the clinician. Front. Neurol. 14,
1178588 (2023).

Teipel, S. et al. Alzheimer Disease: Standard of Diagnosis, Treatment, Care, and Prevention.
JNucl Med 63, 981-985 (2022).

McDowell, G. S. & Philpott, A. Non-canonical ubiquitylation: Mechanisms and
consequences. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 45, 1833-1842
(2013).

Komander, D. & Rape, M. The Ubiquitin Code. Annu. Rev. Biochem. 81, 203-229 (2012).
Mabb, A. M. & Ehlers, M. D. Ubiquitination in postsynaptic function and plasticity. Annu Rev
Cell Dev Biol 26, 179-210 (2010).

Hershko, A. & Ciechanover, A. The ubiquitin system. Annu Rev Biochem 67, 425-479
(1998).

Chen, Z. J. & Sun, L. J. Nonproteolytic Functions of Ubiquitin in Cell Signaling. Molecular

Cell 33, 275-286 (2009).

79



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Wickliffe, K. E., Williamson, A., Meyer, H.-J., Kelly, A. & Rape, M. K11-linked ubiquitin chains
as novel regulators of cell division. Trends in Cell Biology 21, 656-663 (2011).

Pickart, C. M. & Rose, I. A. Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase acts on ubiquitin
carboxyl-terminal amides. J Biol Chem 260, 7903-7910 (1985).

Hochstrasser, M. UBIQUITIN-DEPENDENT PROTEIN DEGRADATION. Annu. Rev. Genet. 30,
405-439 (1996).

Hershko, A. & Ciechanover, A. THE UBIQUITIN SYSTEM FOR PROTEIN DEGRADATION.
Annu. Rev. Biochem. 61, 761-807 (1992).

Shaeffer, J. R. & Kania, M. A. Degradation of monoubiquitinated alpha-globin by 26S
proteasomes. Biochemistry 34, 4015-4021 (1995).

Chau, V. et al. A Multiubiquitin Chain Is Confined to Specific Lysine in a Targeted Short-
Lived Protein. Science 243, 1576-1583 (1989).

Thrower, J. S., Hoffman, L., Rechsteiner, M. & Pickart, C. M. Recognition of the polyubiquitin
proteolytic signal. EMBO J 19, 94-102 (2000).

Glickman, M. H. & Ciechanover, A. The Ubiquitin-Proteasome Proteolytic Pathway:
Destruction for the Sake of Construction. Physiological Reviews 82, 373-428 (2002).

Groll, M. & Huber, R. Inhibitors of the eukaryotic 20S proteasome core particle: a structural
approach. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research 1695, 33-44
(2004).

Kisselev, A. F., Akopian, T. N. & Goldberg, A. L. Range of sizes of peptide products generated
during degradation of different proteins by archaeal proteasomes. J Biol Chem 273, 1982-
1989 (1998).

Beninga, J., Rock, K. L. & Goldberg, A. L. Interferon-gamma can stimulate post-
proteasomal trimming of the N terminus of an antigenic peptide by inducing leucine

aminopeptidase. J Biol Chem 273, 18734-18742 (1998).

80



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Yao, T. & Cohen, R. E. Giant proteases: Beyond the proteasome. Current Biology 9, R551-
R553 (1999).

Sadanandom, A., Bailey, M., Ewan, R., Lee, J. & Nelis, S. The ubiquitin-proteasome system:
central modifier of plant signalling. New Phytologist 196, 13-28 (2012).

DiFiglia, M. et al. Aggregation of Huntingtin in Neuronal Intranuclear Inclusions and
Dystrophic Neurites in Brain. Science 277, 1990-1993 (1997).

Gutekunst, C.-A. et al. Nuclear and Neuropil Aggregates in Huntington’s Disease:
Relationship to Neuropathology. J. Neurosci. 19, 2522-2534 (1999).

Sieradzan, K. A. et al. Huntington’s Disease Intranuclear Inclusions Contain Truncated,
Ubiquitinated Huntingtin Protein. Experimental Neurology 156, 92-99 (1999).

Cummings, C. J. et al. Chaperone suppression of aggregation and altered subcellular
proteasome localization imply protein misfolding in SCA1. Nat Genet 19, 148-154 (1998).
Park, C.-W., Jung, B.-K. & Ryu, K.-Y. Reduced free ubiquitin levels and proteasome activity
in cultured neurons and brain tissues treated with amyloid beta aggregates. Mol Brain 13,
89 (2020).

Pinto-Fernandez, A. et al. Comprehensive Landscape of Active Deubiquitinating Enzymes
Profiled by Advanced Chemoproteomics. Front. Chem. 7,592 (2019).

Abdul Rehman, S. A. et al. MINDY-1 Is a Member of an Evolutionarily Conserved and
Structurally Distinct New Family of Deubiquitinating Enzymes. Molecular Cell 63, 146-155
(20186).

Buneeva, O. & Medvedey, A. Ubiquitin Carboxyl-Terminal Hydrolase L1 and Its Role in
Parkinson’s Disease. I/MS 25, 1303 (2024).

Clague, M. J. et al. Deubiquitylases From Genes to Organism. Physiological Reviews 93,
1289-1315 (2013).

Keijzer, N. et al. Variety in the USP deubiquitinase catalytic mechanism. Life Sci. Alliance 7,

£202302533 (2024).

81



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Komander, D. & Barford, D. Structure of the A20 OTU domain and mechanistic insights into
deubiquitination. Biochem J 409, 77-85 (2008).

Reyes-Turcu, F. E. et al. The Ubiquitin Binding Domain ZnF UBP Recognizes the C-Terminal
Diglycine Motif of Unanchored Ubiquitin. Cell 124, 1197-1208 (2006).

Jang, S. W. & Kim, J. M. Mutation of aspartic acid 199 in USP1 disrupts its deubiquitinating
activity and impairs DNA repair. FEBS Letters 595, 1997-2006 (2021).

Lee, K. et al. Human ELG1 Regulates the Level of Ubiquitinated Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA) through Its Interactions with PCNA and USP1. Journal of Biological
Chemistry 285, 10362-10369 (2010).

Rennie, M. L., Arkinson, C., Chaugule, V. K., Toth, R. & Walden, H. Structural basis of
FANCD2 deubiquitination by USP1-UAF1. Nat Struct Mol Biol 28, 356-364 (2021).

Ying, H., Zhang, B., Cao, G., Wang, Y. & Zhang, X. Role for ubiquitin-specific protease 7
(USP7) in the treatment and the immune response to hepatocellular carcinoma: potential
mechanisms. Transl Cancer Res 12, 3016-3033 (2023).

Kon, N. et al. Inactivation of HAUSP in vivo modulates p53 function. Oncogene 29, 1270-
1279 (2010).

Van Der Knaap, J. A. et al. GMP Synthetase Stimulates Histone H2B Deubiquitylation by the
Epigenetic Silencer USP7. Molecular Cell 17, 695-707 (2005).

Setsuie, R. & Wada, K. The functions of UCH-L1 and its relation to neurodegenerative
diseases. Neurochemistry International 51, 105-111 (2007).

Choi, J. et al. Oxidative Modifications and Down-regulation of Ubiquitin Carboxyl-terminal
Hydrolase L1 Associated with Idiopathic Parkinson’s and Alzheimer’s Diseases. Journal of
Biological Chemistry 279, 13256-13264 (2004).

Leroy, E. et al. The ubiquitin pathway in Parkinson’s disease. Nature 395, 451-452 (1998).
Saigoh, K. et al. Intragenic deletion in the gene encoding ubiquitin carboxy-terminal

hydrolase in gad mice. Nat Genet 23, 47-51 (1999).

82



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Liu, Y., Fallon, L., Lashuel, H. A,, Liu, Z. & Lansbury, P. T. The UCH-L1 gene encodes two
opposing enzymatic activities that affect alpha-synuclein degradation and Parkinson’s
disease susceptibility. Cell 111, 209-218 (2002).

Lee, J. E., Lim, Y. H. & Kim, J. H. UCH-L1 and UCH-L3 regulate the cancer stem cell-like
properties through PI3 K/Akt signaling pathway in prostate cancer cells. Animal Cells and
Systems 25, 312-322 (2021).

Ferreira, J. C. C. et al. Targeting Lysosomes in Colorectal Cancer: Exploring the Anticancer
Activity of a New Benzo[a]phenoxazine Derivative. [JMS 24, 614 (2022).

Chen, Y. et al. Methylthioadenosine Phosphorylase and Breast Cancer 1 Protein-
Associated Protein 1 as Biomarkers for the Peritoneal Mesothelioma. Cancer Control 30,
10732748231220805 (2023).

Lee, J., Turetsky, J., Nasri, E. & Rogers, S. C. Complete clinical remission of malignant
peritoneal mesothelioma with systemic pemetrexed and bevacizumab in a patient with a
BAP1 mutation. BMJ Case Rep 16, €255916 (2023).

Sturgill, I. R., Raab, J. R. & Hoadley, K. A. Expanded Detection of BAP1 Alterations in Cancer
and Tumor Type-Specific Expression Score Comparison.
http://biorxiv.org/lookup/doi/10.1101/2023.11.21.568094 (2023)
doi:10.1101/2023.11.21.568094.

Yu, L. et al. Hybrid Metabolic Activity-Related Prognostic Model and Its Effect on Tumor in
Renal Cell Carcinoma. Journal of Healthcare Engineering 2022, 1-17 (2022).

Mevissen, T. E. T. et al. OTU Deubiquitinases Reveal Mechanisms of Linkage Specificity and
Enable Ubiquitin Chain Restriction Analysis. Cell 154, 169-184 (2013).

Hymowitz, S. G. & Wertz, |. E. A20: from ubiquitin editing to tumour suppression. Nat Rev
Cancer 10, 332-341 (2010).

Keusekotten, K. et al. OTULIN Antagonizes LUBAC Signaling by Specifically Hydrolyzing

Met1-Linked Polyubiquitin. Cell 153, 1312-1326 (2013).

83



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Kayagaki, N. et al. A Deubiquitinase That Regulates Type | Interferon Production. Science
318, 1628-1632 (2007).

Ernst, R., Mueller, B., Ploegh, H. L. & Schlieker, C. The Otubain YOD1 Is a Deubiquitinating
Enzyme that Associates with p97 to Facilitate Protein Dislocation from the ER. Molecular
Cell 36, 28-38 (2009).

Liu, Y. & Ye, Y. Roles of p97-associated deubiquitinases in protein quality control at the
endoplasmic reticulum. Curr Protein Pept Sci 13, 436-446 (2012).

Wang, Y., Satoh, A., Warren, G. & Meyer, H. H. VCIP135 acts as a deubiquitinating enzyme
during p97-p47-mediated reassembly of mitotic Golgi fragments. The Journal of Cell
Biology 164, 973-978 (2004).

Nakada, S. et al. Non-canonical inhibition of DNA damage-dependent ubiquitination by
OTUBA1. Nature 466, 941-946 (2010).

Ferreira, A. F. et al. Tissue-Specific Vulnerability to Apoptosis in Machado-Joseph Disease.
Cells 12,1404 (2023).

Pereira Sena, P. et al. Implications of specific lysine residues within ataxin-3 for the
molecular pathogenesis of Machado-Joseph disease. Front. Mol. Neurosci. 16, 1133271
(2023).

Ge, F. et al. Ataxin-3 like (ATXN3L), a member of the Josephin family of deubiquitinating
enzymes, promotes breast cancer proliferation by deubiquitinating Krtippel-like factor 5
(KLF5). Oncotarget 6, 21369-21378 (2015).

Abdul Rehman, S. A. et al. Mechanism of activation and regulation of deubiquitinase
activity in MINDY1 and MINDY2. Molecular Cell 81, 4176-4190.e6 (2021).

Haahr, P. et al. ZUFSP Deubiquitylates K63-Linked Polyubiquitin Chains to Promote
Genome Stability. Molecular Cell 70, 165-174.e6 (2018).

Kwasna, D. et al. Discovery and Characterization of ZUFSP/ZUP1, a Distinct Deubiquitinase

Class Important for Genome Stability. Molecular Cell 70, 150-164.e6 (2018).

84



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Pan, X. et al. Structural and Functional Basis of JAMM Deubiquitinating Enzymes in
Disease. Biomolecules 12,910 (2022).

Dambacher, C. M., Worden, E. J., Herzik, M. A., Martin, A. & Lander, G. C. Atomic structure
of the 26S proteasome lid reveals the mechanism of deubiquitinase inhibition. eLife 5,
13027 (2016).

Verma, R. et al. Role of Rpn11 Metalloprotease in Deubiquitination and Degradation by the
26 S Proteasome. Science 298, 611-615 (2002).

Liu, Y. et al. COP9-Associated CSN5 Regulates Exosomal Protein Deubiquitination and
Sorting. The American Journal of Pathology 174, 1415-1425 (2009).

Zeqiraj, E. et al. Higher-Order Assembly of BRCC36-KIAA0157 Is Required for DUB Activity
and Biological Function. Mol Cell 59, 970-983 (2015).

Rabl, J. et al. Structural Basis of BRCC36 Function in DNA Repair and Immune Regulation.
Molecular Cell 75, 483-497.e9 (2019).

Hu, X. et al. NBA1/MERIT40 and BRE Interaction Is Required for the Integrity of Two Distinct
Deubiquitinating Enzyme BRCC36-containing Complexes. Journal of Biological Chemistry
286, 11734-11745 (2011).

Tunez, |., Tasset, I., Pérez-De La Cruz, V. & Santamaria, A. 3-Nitropropionic Acid as a Tool to
Study the Mechanisms Involved in Huntington’s Disease: Past, Present and Future.
Molecules 15, 878-916 (2010).

Kaye, J., Reisine, T. & Finkbeiner, S. Huntington’s disease mouse models: unraveling the
pathology caused by CAG repeat expansion. Fac Rev 10, 77 (2021).

Riddle, D. L., Blumenthal, T., Meyer, B. J. & Priess, J. R. Introduction to C. elegans. in C.
elegans Il (eds. Riddle, D. L., Blumenthal, T., Meyer, B. J. & Priess, J. R.) (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor (NY), 1997).

Corsi, A. K. Abiochemist’s guide to Caenorhabditis elegans. Anal Biochem 359, 1-17

(20086).

85



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Faber, P. W., Alter, J. R., MacDonald, M. E. & Hart, A. C. Polyglutamine-mediated
dysfunction and apoptotic death of a Caenorhabditis elegans sensory neuron. Proc Nat!
Acad Sci U S A 96, 179-184 (1999).

Rubin, G. M. et al. Comparative Genomics of the Eukaryotes. Science 287, 2204-2215
(2000).

Reiter, L. T., Potocki, L., Chien, S., Gribskov, M. & Bier, E. A Systematic Analysis of Human
Disease-Associated Gene Sequences In Drosophila melanogaster. Genome Res. 11, 1114~
1125 (2001).

Ong, C., Yung, L.-Y. L., Cai, Y., Bay, B.-H. & Baeg, G.-H. Drosophila melanogaster as a model
organism to study nanotoxicity. Nanotoxicology 9, 396-403 (2015).

Stocker, H. & Gallant, P. Getting Started: An Overview on Raising and Handling Drosophila.
in Drosophila (ed. Dahmann, C.) vol. 420 27-44 (Humana Press, Totowa, NJ, 2008).
Venken, K. J. T. & Bellen, H. J. Emerging technologies for gene manipulation in Drosophila
melanogaster. Nat Rev Genet 6, 167-178 (2005).

Jeibmann, A. & Paulus, W. Drosophila melanogaster as a Model Organism of Brain
Diseases. IJMS 10, 407-440 (2009).

Brand, A. H. & Perrimon, N. Targeted gene expression as a means of altering cell fates and
generating dominant phenotypes. Development 118, 401-415 (1993).

Hawley, H. R., Roberts, C. J. & Fitzsimons, H. L. Comparison of neuronal GAL4 drivers along
with the AGES (auxin-inducible gene expression system) and TARGET (temporal and
regional gene expression targeting) systems for fine tuning of neuronal gene expression in
Drosophila. MicroPubl Biol 2023, (2023).

McGuire, S. E., Le, P. T., Osborn, A. J., Matsumoto, K. & Davis, R. L. Spatiotemporal rescue
of memory dysfunction in Drosophila. Science 302, 1765-1768 (2003).

Jackson, G. R. et al. Polyglutamine-expanded human huntingtin transgenes induce

degeneration of Drosophila photoreceptor neurons. Neuron 21, 633-642 (1998).

86



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

Jeibmann, A. & Paulus, W. Drosophila melanogaster as a Model Organism of Brain
Diseases. I/MS 10, 407-440 (2009).

Marsh, J. L., Pallos, J. & Thompson, L. M. Fly models of Huntington’s disease. Human
Molecular Genetics 12, R187-R193 (2003).

Finelli, A., Kelkar, A., Song, H.-J., Yang, H. & Konsolaki, M. A model for studying Alzheimer’s
AB42-induced toxicity in Drosophila melanogaster. Molecular and Cellular Neuroscience
26, 365-375 (2004).

lijima, K. et al. Dissecting the pathological effects of human AB40 and AB42 in Drosophila :
A potential model for Alzheimer’s disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101, 6623-6628
(2004).

lijima, K. & lijima-Ando, K. Drosophila Models of Alzheimer’s Amyloidosis: The Challenge of
Dissecting the Complex Mechanisms of Toxicity of Amyloid-f3 42. JAD 15, 523-540 (2008).
Yamaguchi, H. et al. Ultrastructural localization of Alzheimer amyloid /A4 protein
precursor in the cytoplasm of neurons and senile plaque-associated astrocytes. Acta
Neuropathol 85, 15-22 (1992).

Wittmann, C. W. et al. Tauopathy in Drosophila: neurodegeneration without neurofibrillary
tangles. Science 293, 711-714 (2001).

Feany, M. B. & Bender, W. W. A Drosophila model of Parkinson’s disease. Nature 404, 394~
398 (2000).

Kuzuhara, S., Mori, H., lzumiyama, N., Yoshimura, M. & lhara, Y. Lewy bodies are
ubiquitinated: A light and electron microscopic immunocytochemical study. Acta
Neuropathol 75, 345-353 (1988).

Rosas-Arellano, A., Estrada-Mondragén, A., Pifia, R., Mantellero, C. A. & Castro, M. A. The
Tiny Drosophila Melanogaster for the Biggest Answers in Huntington’s Disease. Int J Mol Sci

19, 2398 (2018).

87



150.

151.

152.

158.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

Gonzales, E. D., Tanenhaus, A. K., Zhang, J., Chaffee, R. P. &Yin, J. C. P. Early-onset sleep
defects in Drosophila models of Huntington’s disease reflect alterations of PKA/CREB
signaling. Hum. Mol. Genet. 25, 837-852 (2016).

Singh, M. D., Raj, K. & Sarkar, S. Drosophila Myc, a novel modifier suppresses the poly(Q)
toxicity by modulating the level of CREB binding protein and histone acetylation. Neurobiol
Dis 63, 48-61 (2014).

Raj, K. & Sarkar, S. Transactivation Domain of Human c-Myc Is Essential to Alleviate
Poly(Q)-Mediated Neurotoxicity in Drosophila Disease Models. J Mol Neurosci 62, 55-66
(2017).

Gunawardena, S. et al. Disruption of Axonal Transport by Loss of Huntingtin or Expression
of Pathogenic PolyQ Proteins in Drosophila. Neuron 40, 25-40 (2003).

Zhang, S., Feany, M. B., Saraswati, S., Littleton, J. T. & Perrimon, N. Inactivation of
Drosophila Huntingtin affects long-term adult functioning and the pathogenesis of a
Huntington’s disease model. Disease Models & Mechanisms 2, 247-266 (2009).

Li, J. Y., Popovic, N. & Brundin, P. The use of the R6 transgenic mouse models of
Huntington’s disease in attempts to develop novel therapeutic strategies. NeuroRx 2, 447—-
464 (2005).

Sathasivam, K. et al. Transgenic models of Huntington’s disease. Philos Trans R Soc Lond B
Biol Sci 354, 963-969 (1999).

Ariano, M. A. et al. Striatal Potassium Channel Dysfunction in Huntington’s Disease
Transgenic Mice. Journal of Neurophysiology 93, 2565-2574 (2005).

Gardian, G. et al. Neuroprotective Effects of Phenylbutyrate in the N171-82Q Transgenic
Mouse Model of Huntington’s Disease. Journal of Biological Chemistry 280, 556-563
(2005).

Yu, Z.-X. et al. Mutant huntingtin causes context-dependent neurodegeneration in mice

with Huntington’s disease. J Neurosci 23, 2193-2202 (2003).

88



160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

Li, Q. et al. Resting-state functional MRl reveals altered brain connectivity and its
correlation with motor dysfunction in a mouse model of Huntington’s disease. Sci Rep 7,
16742 (2017).

Hodgson, J. G. et al. AYAC mouse model for Huntington’s disease with full-length mutant
huntingtin, cytoplasmic toxicity, and selective striatal neurodegeneration. Neuron 23, 181-
192 (1999).

Slow, E. J. Selective striatal neuronal loss in a YAC128 mouse model of Huntington disease.
Human Molecular Genetics 12, 1555-1567 (2003).

Van Raamsdonk, J. M. et al. Cognitive Dysfunction Precedes Neuropathology and Motor
Abnormalities in the YAC128 Mouse Model of Huntington’s Disease. J. Neurosci. 25, 4169-
4180 (2005).

Gray, M. et al. Full-Length Human Mutant Huntingtin with a Stable Polyglutamine Repeat
Can Elicit Progressive and Selective Neuropathogenesis in BACHD Mice. Journal of
Neuroscience 28, 6182-6195 (2008).

Hult Lundh, S., Nilsson, N., Soylu, R., Kirik, D. & Petersén, A. Hypothalamic expression of
mutant huntingtin contributes to the development of depressive-like behavior in the BAC
transgenic mouse model of Huntington’s disease. Human Molecular Genetics 22, 3485-
3497 (2013).

Pouladi, M. A. et al. Marked differences in neurochemistry and aggregates despite similar
behavioural and neuropathological features of Huntington disease in the full-length
BACHD and YAC128 mice. Human Molecular Genetics 21, 2219-2232 (2012).
Spampanato, J., Gu, X., Yang, X. W. & Mody, |. Progressive synaptic pathology of motor
cortical neurons in a BAC transgenic mouse model of Huntington’s disease. Neuroscience

157, 606-620 (2008).

89



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Estrada-Sanchez, A. M. et al. Cortical Efferents Lacking Mutant huntingtin Improve Striatal
Neuronal Activity and Behavior in a Conditional Mouse Model of Huntington’s Disease. J.
Neurosci. 35, 4440-4451 (2015).

Wood, T. E. et al. Mutant huntingtin reduction in astrocytes slows disease progression in
the bachd conditional huntington’s disease mouse model. Human Molecular Genetics
(2018) d0i:10.1093/hmg/ddy363.

Menalled, L. B. Knock-in mouse models of Huntington’s disease. Neurotherapeutics 2,
465-470 (2005).

Dorner, J. L., Miller, B. R., Barton, S. J., Brock, T. J. & Rebec, G. V. Sex differences in behavior
and striatal ascorbate release in the 140 CAG knock-in mouse model of Huntington’s
disease. Behav Brain Res 178, 90-97 (2007).

Menalled, L. B., Sison, J. D., Dragatsis, I., Zeitlin, S. & Chesselet, M.-F. Time course of early
motor and neuropathological anomalies in a knock-in mouse model of Huntington’s
disease with 140 CAG repeats. J Comp Neurol 465, 11-26 (2003).

Rising, A. C. et al. Longitudinal behavioral, cross-sectional transcriptional and
histopathological characterization of a knock-in mouse model of Huntington’s disease with
140 CAG repeats. Experimental Neurology 228, 173-182 (2011).

Deng, Y. P.,, Wong, T., Bricker-Anthony, C., Deng, B. & Reiner, A. Loss of corticostriatal and
thalamostriatal synaptic terminals precedes striatal projection neuron pathology in
heterozygous Q140 Huntington’s disease mice. Neurobiology of Disease 60, 89-107 (2013).
Heikkinen, T. et al. Characterization of Neurophysiological and Behavioral Changes, MRI
Brain Volumetry and 1TH MRS in zQ175 Knock-In Mouse Model of Huntington’s Disease.
PLoS ONE7,¢e50717 (2012).

Peng, Q. et al. Characterization of Behavioral, Neuropathological, Brain Metabolic and Key
Molecular Changes in zQ175 Knock-In Mouse Model of Huntington’s Disease. PLoS ONE

11, e0148839 (2016).

90



177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

Brooks, S. P., Betteridge, H., Trueman, R. C., Jones, L. & Dunnett, S. B. Selective extra-
dimensional set shifting deficit in a knock-in mouse model of Huntington’s disease. Brain
Research Bulletin 69, 452-457 (2006).

Kuhn, A. et al. Mutant huntingtin’s effects on striatal gene expression in mice recapitulate
changes observed in human Huntington’s disease brain and do not differ with mutant
huntingtin length or wild-type huntingtin dosage. Human Molecular Genetics 16, 1845—
1861 (2007).

Bennett, E. J. et al. Global changes to the ubiquitin system in Huntington’s disease. Nature
448, 704-708 (2007).

Ortega, Z. & Lucas, J. J. Ubiquitin-proteasome system involvement in Huntington’s disease.
Front Mol Neurosci 7,77 (2014).

Xiong, J., Pang, X., Song, X., Yang, L. & Pang, C. The coherence between PSMC6 and a-ring
in the 26S proteasome is associated with Alzheimer’s disease. Front. Mol. Neurosci. 16,
1330853 (2024).

Barbaro, B. A. et al. Comparative study of naturally occurring huntingtin fragments in
Drosophila points to exon 1 as the most pathogenic species in Huntington’s disease.
Human Molecular Genetics 24, 913-925 (2015).

Han, S. K. et al. OASIS 2: online application for survival analysis 2 with features for the
analysis of maximal lifespan and healthspan in aging research. Oncotarget 7, 56147-56152
(20186).

Klambt, C. Drosophila development: A receptor for ommatidial recruitment. Current
Biology 7, R132-R135 (1997).

Reece-Hoyes, J. S. & Walhout, A. J. M. Gateway Recombinational Cloning. Cold Spring Harb
Protoc 2018, pdb.top094912 (2018).

Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T., Russell, D. W. & Green, M. R. Molecular Cloning: A

Laboratory Manual. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

91



187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

Kim, D., Paggi, J. M., Park, C., Bennett, C. & Salzberg, S. L. Graph-based genome alignment
and genotyping with HISAT2 and HISAT-genotype. Nat Biotechnol 37, 907-915 (2019).
Love, M. I., Huber, W. & Anders, S. Moderated estimation of fold change and dispersion for
RNA-seq data with DESeq2. Genome Biology 15, 550 (2014).

Kuleshov, M. V. et al. modEnrichr: a suite of gene set enrichment analysis tools for model
organisms. Nucleic Acids Res 47, W183-W190 (2019).

Barbaro, B. A. et al. Comparative study of naturally occurring huntingtin fragments in
Drosophila points to exon 1 as the most pathogenic species in Huntington’s disease.
Human Molecular Genetics 24, 913-925 (2015).

Bernardi, K. M., Williams, J. M., Inoue, T., Schultz, A. & Tsai, B. A deubiquitinase negatively
regulates retro-translocation of nonubiquitinated substrates. MBoC 24, 3545-3556 (2013).
Butterfield, D. A., Swomley, A. M. & Sultana, R. Amyloid 8 -Peptide (1-42)-Induced
Oxidative Stress in Alzheimer Disease: Importance in Disease Pathogenesis and
Progression. Antioxidants & Redox Signaling 19, 823-835 (2013).

Jarrett, J. T., Berger, E. P. & Lansbury, P. T. The carboxy terminus of the beta amyloid protein
is critical for the seeding of amyloid formation: implications for the pathogenesis of
Alzheimer’s disease. Biochemistry 32, 4693-4697 (1993).

Leitman, J., Ulrich Hartl, F. & Lederkremer, G. Z. Soluble forms of polyQ-expanded
huntingtin rather than large aggregates cause endoplasmic reticulum stress. Nat Commun
4,2753(2013).

Kuleshov, M. V. et al. modEnrichr: a suite of gene set enrichment analysis tools for model
organisms. Nucleic Acids Research 47, W183-W190 (2019).

Hyrskyluoto, A. et al. Ubiquitin-specific protease-14 reduces cellular aggregates and
protects against mutant huntingtin-induced cell degeneration: involvement of the

proteasome and ER stress-activated kinase IRE1a. Hum Mol Genet 23, 5928-5939 (2014).

92



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Xu, E., Tang, Y., Li, D. & Jia, J. Polymorphism of HD and UCHL-1 genes in Huntington’s
disease. Journal of Clinical Neuroscience 16, 1473-1477 (2009).

Aron, R. et al. Deubiquitinase Usp12 functions noncatalytically to induce autophagy and
confer neuroprotection in models of Huntington’s disease. Nat Commun 9, 3191 (2018).
Taniji, K. et al. YOD1 attenuates neurogenic proteotoxicity through its deubiquitinating
activity. Neurobiology of Disease 112, 14-23 (2018).

Claessen, J. H. L., Mueller, B., Spooner, E., Pivorunas, V. L. & Ploegh, H. L. The
Transmembrane Segment of a Tail-anchored Protein Determines Its Degradative Fate
through Dislocation from the Endoplasmic Reticulum. Journal of Biological Chemistry 285,
20732-20739 (2010).

Sasset, L., Petris, G., Cesaratto, F. & Burrone, O. R. The VCP/p97 and YOD1 Proteins Have
Different Substrate-dependent Activities in Endoplasmic Reticulum-associated
Degradation (ERAD). Journal of Biological Chemistry 290, 28175-28188 (2015).
DelaBarre, B., Christianson, J. C., Kopito, R. R. & Brunger, A. T. Central Pore Residues
Mediate the p97/VCP Activity Required for ERAD. Molecular Cell 22, 451-462 (2006).
Araki, K. & Nagata, K. Protein Folding and Quality Control in the ER. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology 3, a007526-a007526 (2011).

Sowa, M. E., Bennett, E. J., Gygi, S. P. & Harper, J. W. Defining the Human Deubiquitinating
Enzyme Interaction Landscape. Cell 138, 389-403 (2009).

Qu, J., Zou, T. & Lin, Z. The Roles of the Ubiquitin—-Proteasome System in the Endoplasmic
Reticulum Stress Pathway. /MS 22, 1526 (2021).

Atwal, R. S. et al. Kinase inhibitors modulate huntingtin cell localization and toxicity. Nat

Chem Biol 7, 453-460 (2011).

93



7. Tartalmi osszefoglalo

A Huntington-kor egy progressziv neurodegenerativ betegség, ami motoros €s kognitiv
tiinetekkel jar, majd a tiinetek megjelenését kovetd néhany éven beliil a beteg haldlahoz vezet.
Abetegséget a huntingtin gén CAG ismétlodd szakaszaban kialakult mutacié okozza, ami a réola
képz6do fehérje N-terminalis részén egy koros poliglutamin expanzidt eredményez. Emiatt a
kialakul6 hibas térszerkezetii fehérje konnyen aggregatumokat képez az agyban. A mutans HTT
fehérje citotoxikus hatassal bir a sejtekre a szolubilis mHTT oligomerek formajaban és a mHTT
aggregatumokkal egyarant. Az idegsejtek ennek hatdsara elpusztulnak, ami jellemzéen a
stridtum tliskés neuronjait érinti. Bar 1éteznek tiinetei kezelések, eziddig nem sikeriilt valodi
gyogymodot kifejleszteni. A hibas térszerkezetil, illetve a feleslegessé valt fehérjék lebontasat
a sejtekben az ubikvitin-proteaszoéma rendszer végzi, mely tobb enzimcsoport &s
fehérjekomplex 0Osszehangolt mikodését igényli. A rendszer egyik kulcsfontossagu
komponense az ubikvitin, mellyel a sejt megjeloli a proteaszomalis lebontasra célzott
fehérjéket. Az ubikvitinek miutan betoltotték szerepiliket, ujrahasznosulnak. Az ubikvitin
szamos mas folyamathoz is elengedhetetlen, igy mint a transzport folyamatok, vagy enzimek
aktivitasanak szabalyozdsa. Ezek a kis méreti fehérjék korlatozott mennyiségben allnak
rendelkezésre a sejtekben, igy az egyes folyamatok versengenek a szabad ubikvitinekért. A
neurodegenerativ betegségeknél gyakran megfigyelhetd az adott betegségre jellemzd fehérjék
felhalmozodasa, aggregalddasa, ami jelzés, hogy az UPS nem miikodik megfeleléen. A mHTT
altal képz0do aggregatumokba beleragadnak a citoplazmaban talédlhato fehérjék, veliik egytitt

az UPS tagjai is, mint a proteaszoma komponensek illetve az ubikvitinek.

Az ubikvitinek ujrahasznositdsat, vagyis a rendszerbe torténd visszaforgatasat az UPS
rendszer egy masik fontos komponensei, a deubikvitindz enzimek végzik. A DUB-ok olyan
fontos folyamatok szabalyozasidban vesznek részt mint a DNS repair (Uspl) vagy jelatviteli
utak szabdlyozéasa (Usp7). Szamos sulyos betegséggel Osszefiiggéssbe hoztdk a DUB-okat.
Rakos folyamatokban turmorszupresszor szerepet tolthetnek be (BAP1), mutacioik lehetnek
letalisak ¢és vezethetnek komoly betegségekhez, mint példaul a spinocerebellaris ataxia3
(Ataxin3). Més neurodegenerativ betegségekben is kimutattak szerepiiket, f6leg Alzheimer- és

Parkinson-koérban.

Munkénk sorédn az USP, UCH, OTU, MJD ¢és JAMM metalloproteaz DUB csalad 6sszesen

32 képviseldjének hatasat vizsgaltuk meg a Drosophila melanogaster Huntington-kor
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modelljében. Minden vizsgalt DUB-nak van human ortologja, ezaltal potencidlis terapias
célpontként szolgalhatnak a Huntington-kor kezelésében. Kisérleteinkben a UAS. Httex1.Q120
transzgént hordoz6 D. melanogaster torzzsel dolgoztunk, mely a human Het gén elsé exonjat
expresszalja patologiads hossziisagu poliglutamin ismétlodésekkel UAS-GAL4 expresszids
rendszer szabdlyozasa alatt. A transzgént expresszald allatokra jellemzo az életképesség és
motoros képességek romlasa, neurodegenerativ folyamatok és élettartam rovidiilés.
Kisérleteink soran az USP DUB csalddba sorolt Uspl RNS interferencidval torténd
géncsendesitése €s az OTU DUB csaladba tartozd Yod! taltermelése jelentdsen javitotta a
mHTT altal kivaltott beteg fenotipusokat. Az Uspl esetében nem sikeriilt masik alléllal
megerdsiteni az eredményeinket. A Yod I esetében 1étrehoztunk egy overexpresszios, flag taggel
jelolt UAS-Yod 1 .flag vonalat, mellyel megerdsitettiik a screenben tesztelt Yodl/EY07831] allél
pozitiv hatdsait. A Yodl taltermelése javitotta az dallatok ¢életképességét és motoros
képességeiket, csokkentette a neurodegeneracid mértékét €s meghosszabbitotta az allatok
¢lettartamat. Megvizsgaltuk a Yodl tultermelésének hatdsat az Alzheimer-kor amiloid-B
expresszion alapuld Drosophila modelljében, ahol a négy fenotipus vizsgalata soran vegyes
hatast tapasztaltunk a YodI/EY07831] allél és a Yodl.flag transzgén esetében is. Mig az
¢letképességre €s a motoros képességekre nem volt hatdssal a Yod! tiltermelése, az ¢€lettartam
vizsgalatokban pozitiv hatdsa volt, a neurodegeneraciot viszont tovabb fokozta az AD
allatokban. Az eredményeink arra utalnak, hogy a Yod! tultermelésének hatdsa specifikus a
Huntington-kér patomechanizmuséara. Vizsgaltuk a Yodl overexpresszid hatasat a
mikroszkopidsan lathaté aggregdtumok szamara, méretére, méreteloszlasdra. Ehhez a
kisérlethez UAS-HTT.96Q.Cerulean transzgént expresszald torzset hasznaltunk, ami egy
fuzionaltatott fluoreszcens taggel tette lehetévé a mHTT aggregatumok mikroszkopos
vizsgalatat. Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a Yod! tultermelése az aggregatumok Gsszes szamat
nem befolyasolja, a méreteloszlast tekintve pedig egy enyhe eltolodast figyeltiink meg a
nagyobb aggregatumok irdnyaba, ami menekitd hatast lehet a toxikusabb mHTT oligomerekkel

szemben.

Annak felderitésére, hogy a Yodl milyen folyamatok révén valtja ki pozitiv hatésait,
transzkriptomikai analizist végeztiink. Ennek sordn vizsgaltuk a mHet altal kivaltott
transzkripcids valtozasokat €s a Yod! tultermelés hatasara bekovetkezd valtozasokat a kontroll
elav-GAL4 allatokhoz képest, illetve vizsgaltuk a Yod! direkt hatdsait mHtt-t és Yodl-et
koexpresszalo allatokban a HD allatokhoz képest. A kontroll mintdkhoz viszonyitva a HD

legyekben upregulalt gének az antimikrobialis védekezéshez, a kromatin dsszeszerelddéshez, a
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protein szintézishez és a protein metabolizmushoz kothetdek, a HD-ban downregulalt gének a
neuronalis fejlédésben és plaszticitasban, a fehérjemodifikacioban, a fényre adott valaszban és

a vezikularis transzport folyamatokban vesznek részt.

A Yodl overexpresszidjanak hatdsara a citoplazmatikus transzlacidhoz, a riboszéma
Osszeszerel6déshez, a foldinghoz, a ribonukleoprotein komplex Osszeszerel6déséhez, a
topologiailag rossz fehérjékre adott sejtvalaszhoz valamint az unfolded protein response-hoz
kothetd gének transzkripcionalis valtozasait mutattuk ki a kontroll elav-GAL4 allatokhoz

képest.

A HD allatokban megvaltozott kifejez0désti gének koziil szamos gén transzkripcidja
részlegesen vagy teljesen helyredllt a YodI-et tultermeld HD éllatokban, igy pl. a kromatin
Osszeszerelddésben, a fehérjeszintézisben, a neuronalis fejlodésben €s plaszticitasban, a fehérje
modifikacioban, a protein metabolizmusban, a vezikularis transzportban, a fény stimulusra
adott valaszban és az antimikrobidlis védekezésben szerepet jatszo gének. Ezen kiviil a Yod!
tultermelésének hatdsara HD 4llatokban olyan gének is mutattak transzkripcionalis
valtozasokat, melyek a HD éllatokban nem mutattak megvaltozott transzkripcidt az elav-GAL4
kontrollhoz képest. Ilyenek pl. a transzkripcié szabdlyozasban, a mRNS feldolgozéasban, a
morfogenezisben, a szinaptikus transzmisszidban, a fehérjeszintézisben, a mitokondrialis ATP

szintézisben, metabolikus folyamatokban €s az izomsejtek fejlddésében szerepet jatszo gének.

A YODI DUB a P97 ATPaz medialta ER retrotranszlokécié fontos komponense, mely az
ERAD folyamataban segiti a lebontasra itélt fehérjék ER-bdl torténd eltavolitasat. A YODI1
kritikus szereppel bir az ERAD ezen 1épésében, nélkiile nem valdsul meg a retrotranszlokécio
és a hibas térszerkezetli fehérjék felhalmozodnak az ER-ben, ami ER stresszhez vezethet.
Transzkriptomikai vizsgalatainkban a Yod! tultermelés hatasara a fehérjék metabolizmusaban
¢s UPR-ben szerepet jatszo gének diisulast mutattak, ami §sszhangban van a szakirodalommal.
Ezen kiviil olyan gének transzkripcidjaban is valtozasokat detektaltunk, melyeket kordbban a
HD-vel asszocialtként irtak le. A kisérleteinkben a Yod! taltermelés hatasara bekovetkezett
jelentds fenotipusos javulas valoszintlileg azon gének miikddésén keresztiil valosul meg, melyek
transzkripcidja helyredllt a YodI-et és mHtt-t koexpresszalo allatokban a HD allatokhoz képest,
illetve melyek a Yod!I hatasara megvaltozott expressziét mutattak, de HD allatokban nem
voltak diszregulaltak. A Yod!I tultermelésének pozitiv hatasait specifikusan a HD allatokban
figyeltiik meg €s a transzkriptomikai vizsgélataink is megerdsitik, hogy a YodI-nek hatasa lehet
a mHTT altal kivaltott patomechanizmusok kivédésében, melyeket Yodl tultermelésével
sikeresen szupresszaltunk.
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8. Summary

Huntington's disease (HD) is a dominantly inherited neurodegenerative disorder
associated with the gradual degeneration of neurons in the striatum and cerebral cortex. Its
symptoms are usually characterized by a triad of motor, cognitive, and psychiatric
abnormalities. The disease is caused by the expansion of a CAG repeat in the huntingtin gene,
which leads to the production of mutant Huntingtin (mHTT) protein that due to misfolding can
easily form aggregates. Both the soluble and the aggregated form of the mutant HTT protein
has cytotoxic effects. Although symptomatic treatments exist, no real cure has yet been
developed. The degradation of misfolded or redundant proteins in cells is carried out by the
ubiquitin-proteasome system (UPS), which requires the coordinated action of several groups of
enzymes and protein complexes. Ubiquitin is an important component of the UPS, which is
used in cells to label proteins targeted for degradation by the proteasome. Once ubiquitin has
fulfilled its role, it is recycled. Ubiquitin is also essential for many other processes, such as
protein transport or regulating the activity of enzymes. This small protein is present in cells in
finite numbers, so processes compete for free ubiquitins. The accumulation and/or aggregation
of disease-specific proteins can be observed in several neurodegenerative diseases, indicating
that the UPS is not functioning properly. The aggregates formed by mHTT trap proteins in the

cytoplasm, including members of the UPS, such as proteasome components and ubiquitin.

The recycling of ubiquitin to the free ubiquitin pool is carried out by another important
components of the UPS system, the deubiquitinase enzymes (DUBs). DUBs are involved in the
regulation of important molecular processes, such as DNA repair (Uspl) or regulating signaling
pathways (Usp7). DUBs have been linked to a number of serious diseases. They may play a
tumor suppressor role in cancer development (for example BAP1), and their mutations can be
lethal, or lead to devastating diseases such as spinocerebellar ataxia3 (Ataxin3). They also have
been shown to play a role in neurodegenerative diseases, notably Alzheimer's, Parkinson's and

Huntington’s disease.

In our work, we have investigated mutations of 32 members of the USP, UCH, OTU,
MID and JAMM metalloproteases DUB families in a Drosophila melanogaster model of
Huntington's disease. All the DUBs we tested have human orthologues, making them potential
therapeutic targets for the treatment of Huntington's disease. Our experiments were performed
with a Drosophila strain carrying the UAS.Httex1.Q120 transgene, which expresses the first

exon of the human H## gene with a polyglutamine repeat of pathological length under the control
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of the GAL4-UAS system. Animals expressing the transgene are characterized by reduced
viability, impaired motor skills, neurodegenerative processes, and shortened lifespan.

In our experiments, silencing of Usp/ (member of USP DUB family) by RNA interference and
overexpression of the OTU DUB family member Yod! significantly improved mHTT-induced
abnormal phenotypes. Unfortunately, in the case of Usp/ we were unable to confirm our results
with an independent allele. In the case of Yod1, we generated an UAS-Yod1.flag transgenic line
to verify the positive effects of the Yodl/EY07831] allele tested in the screen. Overexpression
of Yodl by either overexpressing allele/transgene improved the viability and motor abilities of

HD flies, reduced neurodegeneration and prolonged the lifespan of the animals.

We also investigated the effects of Yodl overexpression in an amyloid-B model of
Alzheimer's disease. In this disease model we observed mixed effects for both overexpression
allele/transgene. While overexpression of Yod! did not lead to a change in the viability and
motor abilities of AD flies, it had a positive effect in lifespan studies, while neurodegeneration
was further enhanced in AD animals. Our results suggest that the effect of Yod! is specific for

the pathomechanism of Huntington's disease.

Next, we investigated the effect of Yodl overexpression on the aggregation property of
mHTT. For this experiment, we used a UAS-HTT.96Q.Cerulean transgene expressing strain,
which allowed microscopic examination of aggregates mHTT fused to a fluorescent protein.
Our experiments indicate that overexpression of Yod! does not affect the number of aggregates,
while a slight shift towards larger aggregates was observed. Large mHTT aggregates may play

a protective role in the patogenesis of HD.

We performed transcriptomic analysis to identify the molecular pathways that YodI
might modulate in HD flies. This involved examining mHtt-induced transcriptional changes
and Yodl overexpression-induced changes compared to control elav-GAL4 animals, and
examining the direct effects of Yodl overexpression in flies co-expressing mHtt and Yodl
compared to HD flies.

Based on Gene Set Enrichment Analysis we found that the most significantly affected
biological processes by Yod overexpression are related to protein biosynthesis and folding. We
detected transcriptional changes in genes related to cytoplasmic translation, ribosome assembly,
protein folding, ribonucleoprotein complex assembly, cellular response to topologically
misfolded proteins and unfolded protein response upon Yodl overexpression compared to

control elav-GAL4 animals.
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Compared to control samples, upregulated genes in HD flies are involved in antimicrobial
defense, chromatin assembly, protein synthesis, and protein metabolism. Downregulated genes
in HD flies are involved in neuronal development and plasticity, protein modification, light
response, and vesicular transport processes.

In HD animals, nearly 60% of genes showing transcriptional changes were partially or
fully restored upon overexpression of Yod!l. The genes with restored transcriptional activity are
involved in chromatin assembly, protein synthesis, neuronal development and plasticity, protein
modification, protein metabolism, vesicular transport, response to light stimuli and
antimicrobial defense. In addition, overexpression of Yod/ in HD animals also resulted in
transcriptional changes in some genes that did not show altered transcription in HD animals
compared to elav-GAL4 controls. These genes are involved in transcriptional regulation, nRNA
processing, morphogenesis, synaptic transmission, protein synthesis, mitochondrial ATP
synthesis, metabolic processes and muscle cell development.

YODI1 is an important component of the P97 ATPase-mediated retrotranslocation step
of ERAD, which helps to remove proteins destined for proteasomal degradation from the ER.
YODI1 plays a critical role in this step of ERAD, in its absence retrotranslocation does not occur
and misfolded proteins accumulate in the ER, which can lead to ER stress. In our transcriptomic
studies, Yodl overexpression also resulted in the enrichment of genes involved in protein
metabolism and UPR, which is in agreement with the literature. In addition, we detected

changes in the transcription of genes that also show enrichment in HD related gene sets.

The significant phenotypic improvement in our experiments as a result of Yodl
overexpression is likely to be through the function of genes whose transcription was restored in
animals co-expressing Yodl and mHtt compared to HD animals, and/or genes whose expression
was altered by Yod!l but were not dysregulated in HD animals. The positive effects of Yodl
overexpression were observed specifically in HD animals and our transcriptomic studies
confirm that Yod/ has an ameliorating effect on mHtt-induced pathomechanisms, which were

successfully suppressed by Yod! overexpression.
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11. Fuggelék

Mutaciéo | Human Elet- ) Maszas| Neuro-
DUB Allél tipusa |ortologok | képesség | Elettartam | teszt | degeneracio
OTU
csalad
CG3251|34574 |RNS-i |OTUD4 |LI20B07| 2.24E-02] 0.96 0.01
CG4968 121978 RNS-i  |OTUBI 1.90E-04| 1.70E-03 0.68 0.82
duba delta52 LOF OTUDS 0.11| 3.00E-04 0.73 0.16
otu 108845 |RNS-i  |OTUD4 0.23 0.36 0.96 0.01
trabid |HR LOF ZRANBI1 | 2.19E-03 0.14| 0.076 2.70E-08
Yodl EY07831 |OE YODI1 5.29E-07| 4.80E-09| 0.0013 9.70E-12
Yodl deltal01/2 | LOF YODI1 0.12| 8.51E-02 0.24 8.00E-02
MJD
csalad
CG3781|7113 RNS-i  |JOSDI 0.84 0.59 0.29 0.2
UCH
csalad
Uch 26469 RNS-i  |UCHL3 [0.02 5.90E-06 |0.18 0.135

3.70E-

Uch-L5 |CRISPR |LOF UCHLS |1.02E-05 |3.80E-06 |03 0.75
JAMM
metalloproteazok
CG22241108622 |RNS-i  |STAMBP 0.39| 2.60E-03 0.19 0.62
CSN5  |1L4032 LOF COPS5 092| 6.28E-02 0.18 0.88
CSN6 105385 RNS-i | COPS6 0.0025 0.05 1 0.0037
Rpnll |BG01694 |LOF PSMD14 0.17 0.81 0.14 0.021
Rpn8 108573 |RNS-i  |PSMD7 0.15 0.85 0.5 0.034

F1. tablazat. Az UAS-Httex1.Q120 - DUB interakcios tesztek osszefoglalé tablazata. RNS-
1: RNS interferencias vonal, LOF: Loss of function (funkci6 vesztéses mutéacio), OE:
Overexpresszids vonal. Pirossal jeloltiik a DUB mutacid hatasara bekovetkezd szignifikans
fenotipus romlést, zolddel jeloltiik a szignifikdns fenotipus javulast. Az egyes tesztek
oszlopaiban a szignifikancia értékek vannak feltlintetve, ami az életképességi és
neurodegeneracios vizsgalatoknal paros T-teszt (P< 0,001), az ¢lettartamnal Fisher egzakt teszt
50%-o0s mortalitasnal szamolva (P< 0,001), a maszas teszt esetében pedig Wilcoxon teszt (P<

0,03) alapjan késziilt.
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Mutacié | Human Maszas| Neuro-

DUB Allél tipusa | ortologok | Eletképesség | Tulélés | teszt | degeneracié
USP
csalad
CYLD |[15340 RNS-i  |[CYLD 0.83 | 5.00E-04 0.66 0.2
DUBALI | 28960 RNS-i | USP35 0.13] 6.40E-13 0.03 0.98
faf 107716  |RNS-i  |USP9X 0.04| 2.46E-02| 0.056 0.16
Not CB55093 |LOF USP22 0.06 0.14 0.08 0.53
puf CRISPR |LOF USP34 0.37] 2.00E-13 0.14 0.48
Uspl JF02992 |RNS-i | USPI 3.70E-08 | 3.00E-13| 0.029 1.13E-06
Usp2 104382 RNS-i | USP2 0.37 0.65 0.35 0.9
Usp5 delta2 LOF USP5 3.12E-10| 5.00E-04 0.86 1.70E-03
Usp7 18231 RNS-i  |USP7 0.59 0.56
Usp8 107623 RNS-i | USP8 2.60E-02 0.57 -
Uspl0 |CRISPR |LOF USP10 0.7 0.45 0.71 0.48
Usp-12-
46 100586 RNS-i  |USP46 0.17 1| 0.031 0.4
Uspl4 [110227 RNS-i  |USP14 0.37 0.62 0.5 0.32
Uspl5-
31 103553 RNS-i | USP31 0.5| 5.40E-03 0.54 0.36
Usp20-
33 42609 RNS-i | USP20 0.038| 1.95E-02 0.56 0.16
Usp30 7090 RNS-i  |USP30 1.98E-05 | 9.80E-03 0.85 0.06
Usp32 [18981 RNS-i | USP32 0.023| 3.40E-10| 0.031 0.3
Usp47 |CRISPR |LOF USP47 0.21 0.4 0.56 0.015

F2. tablazat. Az UAS-Httex1.Q120 - DUB interakcios tesztek osszefoglalo tablazata. RNS-
i RNS interferencias vonal, LOF: Loss of function (funkci6 vesztéses mutacio), OE:
Overexpresszids vonal. Pirossal jeloltiik a DUB mutacid hatasara bekdvetkezd szignifikans
fenotipus romlast, zolddel jeloltiik a szignifikdns fenotipus javulast. Az egyes tesztek
oszlopaiban a szignifikancia értékek vannak feltlintetve, ami az életképességi és
neurodegeneracids vizsgalatokndl paros T-teszt (P< 0,001), az élettartamndl Fisher egzakt teszt
50%-o0s mortalitdsnal szamolva (P< 0,001), a mészés teszt esetében pedig Wilcoxon teszt (P<

0,03) alapjan késziilt.
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F1. abra. Az Uspl RNS interferenciaval torténoé géncsendesitésének és funkcidovesztéses
mutaciojanak hatisa a HD allatok életképességére. Az éabran az Uspl[JF02992] —
Httex1.Q120 (A) és az Uspl[c05664] — Httex]. Q120 (B) interakcids keresztezésekbol
szarmaz6 utdodok szama van genotipus kategoérianként feltiintetve. Zold szinnel a kontroll
himeket jeloltilk, melyek csak hordozzdk, de nem expresszaljak a transzgéneket. Az
Uspl[JF02992] RNS interferencias allél hatasara egy erdsen szignifikdns javulds lathatd (P=
3.70x10%) szemben az Uspl[c05664] alléllal, ami nem okozott jelentds valtozast HD allatok
¢letképességében (P= 0.24). ***: P<0,001.
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F2. abra. Az Uspl RNS interferenciaval torténé géncsendesitésének és funkciovesztéses
mutaciojanak hatasa a HD legyek élettartamara. A tulélési gorbék az €16 egyedek szazalékos
aranyat mutatjak az életkor (napok) fliggvényében. A: A Hittex1. Q120 — Uspl[JF02992]
interakcios keresztezésbdl szarmazo utddok (nup= 148 és nup+usp1 = 56) tlélési gorbéje. B: A
Httex1.Q120— Usp1[c05664] interakcios keresztezésbodl szarmazé utdodok (nup= 50 €s nup+uspi
= T77) talélési gorbéje. Az Uspl[c05664] allél nem befolyasolta a beteg allatok élettartamat
(P3%=0,88), szemben a Uspl[JF02992] alléllal, ahol jelentés mértékii javulast lathattunk
(P39%=3x1073).
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F3. abra. Az Uspl RNS interferenciaval torténé géncsendesitésének és funkcidvesztéses
soran eltér6 eredményeket kaptunk. A: Hitex].Q120 — Uspl[JF02992] interakcios
keresztezésbol szarmazo allatok (nup= 21 és nup+uspr = 24) altal 5 masodperc alatt megtett ut
atlaga + standard error. B: A Httex1.Q120 — Uspl[JF02992] interakcios keresztezésbol
szarmazo allatok (nup= 20 és nup+usp1 = 19) altal 5 masodperc alatt megtett Ut atlaga + szorés.
*: P<0,05, ***: P<0,001. A Httex1.Q120— Usp1[JF02992] interakcid esetében a HD néstények
atlagosan 6,1 mm-t, a HD+Usp1[JF02992] ndstények 16,6 mm-t tettek meg (P=9x107*)(16/A
abra), mig a Httex1.Q120 — Usp1[JF02992] interakcional a HD ndstények atlagosan 8§ mm-t, a
HD+Usp1/c05664] néstények 1,5 mm utat tettek meg 5 masodperc alatt (P=0,046) (16/B é&bra).
Az eredmények azt mutatjak, hogy az Uspl[JF02992] konstrukcid szignifikdnsan javitotta,
viszont az Uspl[c05664] allél tovabb rontotta a HD allatok alapvetden rossz mozgasi

képességeit.

105



>
o)

7 9 7
€ E
2 * kK =
S ] e
= 6.5 2 6.5
€ E
: :
> 6 1 > 16
o o
() ()
= E
-8 5.5 A _8 5:5:
o s
© ©
= £
o o
5 - 5
HD HD+Usp1l HD HD+Usp1l
[JF02992] [c05664]

F4.abra. Az Uspl RNS interferenciaval torténo géncsendesitésének és funkcidvesztéses

sre s
cres

crer

interakcids kisérletben a HD legyek atlag rhabdomer szdma ommatidiumonként 5,9 mig a
HD+Usp1[JF02992] allatoknal 6,4 volt. Ehhez képest a mésodik interakcios keresztezésbol
szarmazd6 HD legyek atlagos rhabdomerszdma 5,9, mig a HD+Uspl[c05664] legyek
rhabdomerszama 6 volt. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a Uspl[JF02992] allél
szignifikansan (P= 1,13x10®) javitott a neurodegenericié mértékén, a Uspl[c05664] allél

azonban nem okozott statisztikailag szignifikans valtozast.
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