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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ANK - az ubikvitin hidrofob foltjaval kdlcsénhaté motivum (ankyrin repeat)

APC/C — metafazis-anafazis atmenetet és a mit6zisbol vald kilépést szabalyoz6 ubikvitin-
ligaz komplex (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome)

BIR - az apoptozist gatlo fehérjekre jellemz6 evoluciésan konzervalodott domén

(Baculovirus Inhibitory Repeat)

BLAST — aminosav, illetve nukleotid szekvencidk 6sszehasonlitaséara szolgal6 algoritmus
(Basic Local Alignment Search Tool)

CAP-Gly — glicinekben gazdag domén, amely a sejtvdzhoz kapcsolodo fehérjékben fordul elé
(Cytoskeleton-associated proteins-glycine-rich domain)

cDNS - komplementer DNS, RNS szekvencidkrol reverz transzkripcioval atirt DNS
(complementary DNA)

DAPI — a DNS-hez kotddé fluoreszcens festék (4',6- diamidino-2-phenylindole)

DIAP — Drosophila apoptozist gatlé fehérje (Drosophila inhibitor of apoptosis protein)

DUB - dezubikvitilalé enzim

DUSP - egyes ubikvitin specifikus protedzokra jellemzd domeén, a szubsztratok
felismerésében van szerepe (domain present in ubiquitin-specific proteases)

E1 — ubikvitin-akivalé enzim

E2 — ubikvitin-konjugal6 enzim

E3 — ubikvitin-ligaz

E4 - ubivitin-lanc elongécios faktor

ELISA - enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgélat (enzyme-linked immunosorbent assay)

FLAG - fehérjékhez fuzionaltatva, azok megjel6lésére alkalmas oktapeptid

GAL4 — transzkripcids aktivator fehérje éleszt6ben, az UAS szekvenciahoz kot

GFP - z6ld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

H2A — egyik hiszton fehérje tipus

HECT - egyes ubikvitin-ligazokra jellemz6 domén (Homologous to the E6-AP Carboxyl

Terminus)

HRP - torma-peroxidaz (horseradish-peroxidase)

IAP — apoptézist gatlé fehérjék (inhibitor of apoptosis proteins)

IBM - a kaszpazokra jellemz6 motivum (LAP Binding Motif)

JAMM - a dezubikvitilal6 enzimek cink tartalmd metalloprotedz alosztalya
(JAB1/MPN/Mov34 metalloenzyme)

K —a lizin aminosav egybet(is nemzetk6zi kodja

kDa — a molekulatomeg mértékegysége (kilo-Dalton)

MATH - oligomerizéciét elésegité domén (meprin and TRAF homology domain)

MIT — a sejten bellli szallitasban résztvevo fehérjékben azonositott domén

Mit-Mem — a mitokondriumok megfelel6 osztodasaért felelés domén

MJD - Machado-Joseph Disease domént tartalmazo proteézok, a dezubikvitilalé enzimek
egyik alosztéalya

OTU - ovarium tumor domént tartalmazo protedzok, a dezubikvitilalé enzimek egyik
alosztéalya



PAGE - poliakrilamid gélelektroforézis

PCR - polimeraz-lancreakcio, nukleotid szekvenciak sokszorozasara alkalmas modszer

pPUAST - Drosophila expresszios vektor, fehérjék transzgénikus tultermeltetésere alkalmas

PVDF - fehérjék megkdtesére hasznalatos membran (polivinilidin-fluorid)

gPCR - kvantitativ, valds idejl plomeréaz-lancreakcio, génexpresszio vizsgalatara alkalmas
modszer

RHG - Drosophila proapoptotikus fehérjek dsszefoglald neve (Reaper, Hid, Grim)

RING - egyes ubikvtin ligazokra jellemz6 cink-ujj motivum (Really Interesting New Gene)

RT-PCR - reverz transzkripcidhoz kapcsolt polimeraz-lancreakcid, génexpresszié
vizsgalatara alkalmas modszer

SCF - a sejtciklus szabalyozéasaban fontos szerepet jatszo ubikvitin-ligaz komplex (Skp,

Cullin, E-box containing complex)

SDS - anionos detergens (sodium-dodecyl-sulphate)

UAS - enhancer analog az élesztében, a GAL4 transzkripcios aktivator fehérje kot6helye
(Upstream Activating Sequence)

UBA — ubikvitinnel asszocialo domén (Ubiquitin-Associated domain)

UBL — ubikvitin-szer domén (Ubiquitin-like domain)

UBX - az ubikvitilacios Utvonal egyes komponenseiben azonositott domeén

UCH - ubikvitin C-terminalis hidrolazok, a dezubikvitilalo enzimek egyik alosztalya

UIM - ubikvitinnel kdlcsénhaté motivum (Ubiquitin Interacting Motif)

USP — ubikvitin specifikus proteazok, a dezubikvitilalo enzimek egyik alosztalya

VDRC - a bécsi Drosophil RNS-interferencia torzskdzpont

WDA40 - olyan kb. 40 aminosavbol allé ismétlédé motivum, amely triptofan-aszparaginsav
(W-D) dipeptidre vegzddik, fehérjekomplexek dsszeszerel6deséhez szlikséges

ZnF-C2H2 — cink-ujj domén, amely a DNS nagy arkahoz kot6dik

ZnF-RANBP2 - el6szor egy Ran kot6 fehérjében (Ran binding protein 2) azonositott cink-ujj
domén, a sejtmag és a citoplazma kdzti szallitdsban van szerepe, a Ran-al hat kdlcson

ZnF-UBP — UBP (Ubiquitin Binding Protein) tipusu cink-ujj domén, a szabad poliubikvitin
lancok megkotéset végzi.



IRODALMI ATTEKINTES

1. Az ubikvitilacié mechanizmusa és jelentdsége

A feherjék posztszintetikus maodositdsanak tobb tipusa ismert. Olyan dinamikus
modositasok, mint az acetilacio és a foszforilacio befolyasolhatjak egyes fehérjék enzimatikus
aktivitasat, sejten bellili elhelyezkedését, méas molekulakkal torténd kolcsonhatasat. Az utébbi
évtizedekben a posztszintetikus fehérjemddositassal kapcsolatos ismeretek egy Ujabb taggal
béviltek, az ubikvitilaci6 mechanizmuséval.

Az ubikvitilacié soran a szubsztratfehérjéhez egy ubikvitin molekula vagy tébb
ubikvitinb6l all6 poliubikvitin 1anc kapcsolddik kovalens kotessel. Az ubikvitin egy 76
aminosavbol allo, 8 kDa tomeg( polipeptid, amelynek C-terminalis glicin (Gly76) oldallanca
izopeptid kotéssel kapcsoldédhat a szubsztrat fehérje vagy egy masik ubikvitin lizin (K)
aminosav-oldallancahoz (Pickart, 2001). Ha egyetlen ubikvitin monomer kapcsolodik a
celfehérje  valamelyik  lizinjére, akkor azt  monoubikvitilacionak  nevezzik.
Multiubikvitilaciorol akkor beszélink, ha a célfehérje tobb lizinje is monoubikvitilalodik.
Poliubikvitilacionak nevezziik azt a folyamatot, amikor az els6é ubikvitinen keresztil tovabbi
ubikvitinek kapcsolédnak, és egy Ugynevezett poliubikvitin lancot hoznak létre. Az
ubikvitinek hét belsé lizint tartalmaznak, ezeken keresztul K6, K11, K27, K29, K33, K48,
K63 kapcsolodasu poliubikvitin 1ancok alakulhatnak ki (Komander és Rape, 2012).

Az ubikvitinek egymashoz, illetve a szubsztratfehérjéhez torténd kapcsolasat egy
specializalt enzimkaszkad végzi (1. abra).
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1. abra Az ubikvitilacié mechanizmusa. Az ubikvitin-aktivalé enzim (E1) ATP felhasznalasaval aktivalja az
ubikvitint, majd tovabbadja egy ubikvitin-konjugdlé enzimnek (E2). Az ubikvitin &thelyezését a
szubsztratfehérjére az ubikvitin-ligaz (E3) katalizalja. Egyes fajokban az ubikvitin-lanc elongacids faktor (E4) is
részt vesz a megfeleld méret(i poliubikvitin lancok kialakitasaban.

Elsé lépésként az ubikvitint az E1, vagy ubikvitin-aktivalé enzim ATP és Mg”*
jelenlétében aktivalja, mikozben az ubikvitin, egy tioészter kétésen keresztill, az E1 enzimhez
kotodik. Ezt kdvetben az E2 ubikvitin-konjugal6 enzim atveszi az ubikvitint, ugyancsak egy



tioészter kotést létesitve vele. A harmadik Iépésben az E3 ubikvitin-ligdz kdlcsdnhatasba 1ép
mind az aktivalt ubikvitint hordoz6 E2-vel, mind pedig a szubsztratfehérjével, és egy
izopeptid kotés kialakulasat katalizalja a célfehérje valamely Kitlintetett lizinjének ¢-
aminocsoportja és az ubikvitin C-termindlis Gly76 karboxil-csoportja k6z6tt (Hochstrasser,
1996). Mivel az E3 ubikvitin-ligaz ismeri fel és koti meg a szubsztratfehérjéket, ez hatarozza
meg a folyamat specifitdsat. Erre utal az a tény is, hogy amig E1 enzimekbél éaltalaban csak
egy vagy kett§ van egy adott fajban, és E2-bdl is csupan néhéany tucat, addig az E3 ubikvitin
ligaizok szama tObb szazra tehet6. Ezek a legvéltozatosabb komponensei az ubikvitilald
kaszkadnak és tobbseéguk csak egy-egy szubsztratcsoport ubikvitilalaséért felelés. Az E3
enzimek szerkezetik és mikddésiuk szempontjabol harom csoportba sorolhatéak: 1. A HECT-
domént tartalmazo ligazok kozvetlenil épitik rd az E2-t61 atvett ubikvitineket a célfehérjére.
2. A RING finger (Really Interesting New Gene) domént tartalmazo ligazok kozvetetten,
egyfajta platformkeént vesznek részt az ubikvitilacioban. Lehet6ve teszik, hogy az E2 és a
szubsztrat az ubikvitilaciohoz szikséges térbeli helyzetet vegyen fel, de 6 maga nem alakit Ki
kotést az ubikvitinnel. 3. A tobb alegységbdl felépiil, nagyméretl E3 ligdz komplexek, mint
példaul az SCF és az APC/C.

A nemrég felfedezett E4 ubikvitin-lanc elongéacios faktorokat az ubikvitilald
enzimkaszkad negyedik komponenseként irtak le. Ezek egyes fajokban a megfeleld méret(i
poliubikvitin lancok Osszeszerel6dését segitik, de altalanos elterjedésik nem bizonyitott. A
poliubikvitin lancok tipusa, elagaz6dasa meghatarozza a szubsztratfehérje tovabbi sorsat. A
K11 és K48 lizinjeik altal kapcsolodd poliubikvitin lancok a célfehérjét a 26S proteaszéma
altali lebontasra itélik, ezért fontos szerepet jatszanak a fehérjék féléletidejének
szabalyozésaban (Hersko és Ciechanover, 1998). A K63 tipust poliubikvitin lancok &ltalaban
fehérje-fehérje  kolcsonhatasok kialakitasat —segitik el6, ezéaltal a jeltviteli utak
szabalyozésaban nélkilozhetetlenek (Skaug és mtsai, 2009).

A monoubikvitilacio altaldban konformaciovaltozast eredményez, ami példaul az
ubikvitilacio-fuggé protein kindzok esetében megvaltoztathatja aktivitasukat (Chen és mtsai,
1996) vagy a hisztonok esetében a kromatin szerkezetet és a transzkripciot befolyasolja
(Muratani és Tansey, 2003). Az ubikvitilacid olyan alapvet6 sejtbiologiai folyamatokban
jatszik szerepet, mint példaul a génexpresszio szabalyozésa, fehérjelebontés, enzimaktivitas
szabalyozésa, vagy kilonboz6 jelatviteli utak mikddésének modulélasa (Pickart és Eddins,
2004). Szerepe nélkilozhetetlen a sejtciklus (Reed, 2006; Mocciaro és Rape, 2012) és a
programozott sejthalal (apoptdzis) szabalyozéasaban is (Bader és Steller, 2009).



2. Az ubikvitilacio szerepe az apoptozis szabalyozasaban

A soksejtli szervezetek egyedfejlodésének egyik kulcsfontossagu eleme az apoptdzis
(Steller, 1995). A szovetek kialakitadsdn és homeosztazisanak fenntartdsan kival a virélis
fert6zések elleni védekezésben, az autoimmun reakcibk és a rakos burjanzasok
megakadalyozésaban is nélkulozhetetlen szerepet jatszik ez a folyamat (Thompson, 1995). Az
apoptotikus jelatviteli Ut végpontjdn a kaszpazok aktivalasa all. A kaszpazok a cisztein
protedzok csaladjéba tartoznak. Inaktiv zimogén forméaban képz6dnek, majd auto- és transz-
stimulaciés mechanizmusok sorozata aktivalja Oket. Funkciojuk alapjan két csoportba
sorolhatok: az iniciator kaszpazok és az effektor, vagy végrehajté kaszpazok. Az aktivalt
iniciator kaszpézok hasitjak az effektor kaszpazok inaktiv zimogénjeit. Az effektor kaszpazok
szubsztratjai olyan strukturalis és szabéalyozé fehérjék, amelyek hasitdsa az apoptdzisra
jellemz6 molekuléris eés sejtszerkezetbeli valtozasokat eredményezi. llyenek peldaul a
laminok, az a- és a B-aktin, a tubulinok, a kateninek stb. (Fischer és mtsai, 2003).

Mivel csaknem minden eukariota sejt folyamatosan termeli az apoptotikus jelatviteli
ut komponenseit, egy precizen szabalyozhaté mechanizmusnak kellett kifejlédnie a kaszpazok
féken tartdsara, a nem kivant apoptozis elkerllésre. Az utdbbi évtized munkainak
eredményeként bizonyossagot nyert, hogy a programozott sejthalal szabélyozasaban
kulcsszerepe van az ubikvitilacionak. Az apoptdzis kulcsregulatorai az apoptdzist gatlo
fehérjék, az |AP-ok (inhibitor of apoptosis proteins) maguk is E3 ubikvitin-lighzok (Vaux és
Silke, 2005). Ubikvitilacidéval szabalyozzék az anti- és proapoptotikus fehérjék szintjét és
aktivitasat, beleértve 6nmaguk aktivitdsat is (2. abra).
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2. abra Az apoptozis szabalyozasanak egyszer(sitett vazlata Drosophilaban (Hay és Gou, 2006 alapjan). A
DIAP1 (Drosophila 1AP1) ubikvitilalja az iniciator és effektor kaszpazokat, valamint a proapoptotikus IAP
inhibitorokat. Citotoxikus stressz hatasara a proapoptotikus fehérjék talstlyba keriilnek, a DIAP1
autoubikvitilalodik és a gétlas aldl felszabadul6 kaszpaz kaszkad indukélja az apoptozist.



Az | AP-ok f6 szubsztratjai a kaszpazok, amelyeket az evoluciésan konzervalédott BIR
(Baculovirus Inhibitory Repeat) doménjikkel kdtnek meg (Takahashi és mtsai, 1998). A
humén XIAP, clAP1 és clAP2 harom, mig a Drosophila DIAP1 két BIR domént tartalmaz
(Bader és Steller, 2009). A BIR domeének kdlcsdnhatnak az kaszpazok 1BM (IAP Binding
Motif) motivuméaval. Ismert, hogy bizonyos esetekben a BIR domén két6dése dnmagéban
elég a kaszpaz inaktivaladsahoz. Erre példa a human XI1AP, melynek BIR doménje Ugy kot6dik
a kaszpéz-3 illetve a kaszpaz-7 fellletéhez, hogy hozzaférhetetlenné teszi azok szubsztratkoté
zsebét (Riedl és mtsai, 2001; Suzuki és mtsai, 2001). Azonban a legtdbb esetben a megkdtott
kaszpazokat az 1AP-ok RING doménjikkel ubikvitilaljdk (Wilson és mtsai, 2002). A
kaszpéazok IAP-fligg6 ubikvitilacidja mind degradativ, mind nem degradativ médon gatolja az

apoptdzis indukciojat (3. abra).
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3. dbra A DIAP1-fuggd ubikvitilacio hatdsa a kaszpazok aktivitasara (Broemer és Meier, 2009 alapjan). A
Drosophila IAP (DIAP1) altali ubikvitilacié mind az inicititor DRONC, mind az effekor drICE kaszpaz esetében
nem degradativ inaktivaciéhoz vezet. A mar aktiv kaszpazokat tartalmaz6 apoptoszéma komplex ubikvitilalasa
annak proteaszomalis lebontasahoz vezet.

A legalaposabban tanulményozott Drosophila IAP-rél, a DIAP1-r6l ismert, hogy az
iniciator DRONC kaszpdz monomerjeit ubikvitilalva, azokat inaktiv &llapotban tartja, de ez
nem vezet a DRONC monomerek proteaszomélis degradéciojahoz (Wilson és mtsai, 2002).
Proteaszomalis degradaciohoz vezet viszont annak a DRONC-nak az ubikvitilacidja, amely
aktivalédva az APAF-1-el asszocial és az apoptoszdma komplexet hozza létre. A DIAP1 az
apoptoszoma APAF-1 komponensét is ubikvitilalja, amely szintén annak proteaszomalis
lebontasédhoz vezet. A DIAPL tehat K48 tipusu degradativ ubikvitilaciéval gatolja a spontan
apoptoszoma-képzddést apoptotikus szignal hianyaban (Shapiro és mtsai, 2008). A kaszpaz-3

és kaszpaz-7 effektor kaszpazok Drosophila ortoldgja, a drlICE, nem degradativ ubikvitilacio



révén inaktivalodik. A DIAP1 altal létrehozott K63 tipusu poliubikvitin lanc térben ugy
helyezkedik el, hogy eltakarja a drICE katalitikus zsebét annak szubsztratjai el6l (Ditzel és
mtsai, 2008). Még nem tisztdzott az a mechanizmus, amely elddnti, hogy a DIAP1 mikor
kapcsol degradativ K48- és mikor nem degradativ, K63-tipust poliubikvitin lancot
szubsztratjaira.

Apoptotikus szignélok hatdsara, példaul amikor valamilyen citotoxikus stressz éri a
sejteket, az IAP-ok kaszpaz-gatldé hatdsa megsz(inik. Ez a proapoptotikus IAP géatlé fehérjek
révén valdsul meg. Drosophilaban a legismertebb IAP gatlok a Reaper, a Hid és a Grim
(6sszefoglald néven RHG) fehérjék (Bader és Steller, 2009). Az RHG fehérjéknek a
kaszpazokéhoz hasonlé IBM doménjik van, amelyen keresztill két6dnek a DIAP1 BIR
doménjeihez. Apoptotikus jel hatasara megnd ezeknek a fehérjéknek az expresszidja, és a
nagy mennyiségld RHG kompetitiven gatolja a DIAP1 kaszpaz-koté kapacitasat. Azon Kivil,
hogy a kaszpazokat leszoritjak a DIAP1-r6l, a RHG-k kotédése olyan konformacidvaltozast
idéz el6 a DIAPL szerkezetében, amely annak degradativ auto-ubikvitilaciéjahoz vezet (Hays
és mtsai, 2002; Ryoo és mtsai, 2002). Ennek a folyamatnak az eredménye a kaszpazok
felszabadulasa és a sejthalal folyamatainak elinditasa az aktivalodott kaszpaz kaszkad altal.

Lathatjuk, hogy az apoptdzist szabalyozé mechanizmusok vazlatos attekintésekor is
tetten érhet6 az ubikvitilacio kdzponti szerepe. Ismert azonban, hogy a fehérjék aktivitasa és
stabilitisa nem csak az egyik irdnyban, az ubikvitinek célfehérjékre kapcsolasaval
szabalyozodik, hanem jelentds szerepe van az ellentétes reakcionak, a dezubikvitilacidnak is.
Ezt a folyamatot az ugynevezett dezubikvitilalo enzimek katalizaljak.

3. A dezubikvitilalo enzimek

A fehérjék posztszintetikus médositasanak egyik tulajdonsaga, hogy a legtébb esetben
reverzibilis. Nincs ez masként az ubikvitilaciéval sem. Az egymashoz vagy a szubsztrathoz
izopeptid kotéssel kapcsolodd ubikvitineket a protedzok osztalyaba tartozd dezubikvitilald
enzimek, vagy DUB-ok tavolitjak el. Ezen Kivil az ubikvitin-szintézis sordn fuzios fehérjek
keletkeznek és ezek hasitadsaval képzddnek az aktiv ubikvitinek. Tehat ehhez a folyamathoz is
DUB-okra van sziikség.

3.1 A dezubikuvitilalé enzimek szerkezete

A dezubikvitilalé enzimekre eldszor az ubikvitilalt H2A hiszton vizsgalata soran
bukkantak ra. Matsui és munkatarsai megfigyelték, hogy tébb faj (élesztd, csirke, karmosbéka
és szarvasmarha) sejtextraktuma tartalmaz egy olyan enzimet, amely hasitja a H2A és az



ubikvitin kozti izopeptid kotést. Ezt a 38 kDa tomegl enzimet izopeptidaznak nevezték el
(Matsui és mtsai, 1982). Ezt kovet6en tobb kutatdcsoport szliréseket végzett olyan enzimek
azonositasara, amelyek az ubikvitinnel fuzionalt peptideket vagy az ubikvitin-etil-észtereket
hidrolizaljak. Ezzel a mddszerrel tucatnyi dezubikvitildld enzimet azonositottak és
jellemeztek éleszt6ben és emldsdkben (Harvey és mtsai, 1989; Mayer és Wilkinson, 1989;
Wilkinson és mtsai, 1989). A rakovetkez6 évtizedben sorra izolaltak és jellemeztek egyedi
DUB-okat, majd a genom projektek befejezése élesztében és emberben is lehet6vé tette
ezeknek az enzimeknek a szisztematikus azonositasat, elemzését és csoportositasat (Amerik
és mtsai, 2000; Nijman és mtsai, 2005).

Enzimatikus mikddésiik szempontjabol a DUB-okat két csoportra osztjak. Tulnyomo
tobbséglk papain tipusd cisztein proteaz, amelyekre egy reaktiv ciszteint tartalmazo
katalitikus didd vagy triad jellemzd. Kisebb hényaduk metalloproteaz, amelyek aktiv
centrumaban egy cink ion van. A cink ion kozrem(ikddésével aktivalt vizmolekula felelds az
ubikvitin lancok hidroliziseért.

A konzervalt katalitikus doménjlik szerkezete alapjan a cisztein proteaz tipusi DUB-
ok tovabbi négy alosztalyba sorolhatoak: ubikvitin specifikus protedzok (USP), ubikvitin C-
terminalis hidrolazok (UCH), ovarium tumor domént tartalmazé protedzok (OTU) és a
Machado-Joseph Disease domeént hordozo proteazok (MJD).

A 91 eddig azonositott human DUB tébb mint fele, 56 az USP alosztalyba sorolhato,
és szerkezetiket és a funkcidjukat tekintve a legvaltozatosabb enzimeket felsorakoztatd
alosztaly. Ahogy az E3 ubikvitin-ligazok szdma nétt az evollcié soran, hasonléan emelkedett
az USP-k szdma is. A jelenség a két enzimtipus koevolliciot eredményezd funkciondlis
kapcsolatara utal (Semple és mtsai, 2003, Nijman és mtsai, 2005).

Az USP-k katalitikus doménjében két jol definialhat6 és konzervalt motivum van, egy
cisztein (Cys) és egy hisztidin (His) kazetta, amelyek a Kkatalizishez nélkiil6zhetetlen
aminosavakat foglaljak magukba. Az enzimatikus aktivitést a cisztein tiol csoportja biztositja.
A cisztein deprotonalasat a térben kozel elhelyezked6 hisztidin segiti eld, amelyet egy
szomszédos aszparaginsav polarizal. Ez a harom aminosav alkotja a katalitikus triadot (4.
abra, A). A katalizis soran a cisztein tiolcsoportja nukleofil tdmadast intéz az ubikvitin és a
celfehérje, illetve ket ubikvitin kdzotti peptidkdtés karbonil csoportja ellen (4. abra, B). A
reakcid soran egy negativ toltésl, instabil, tetrahedralis kozti termék képz6dik, amelyet a
katalitikus cisztein és egy aszparagin altal alkotott oxianion zseb stabilizal (4.abra, C). A
hisztidin imidazol oldallancéanak hatdsara a tetrahedralis kozti termék ¢sszeomlik, egy acil-
enzim kozti termék képzddik, mikdzben a proximalis ubikvitin vagy a szubsztrat fehérje



felszabadul (4. &bra, D). A visszamaradt acil-enzim kozti termékkel egy vizmolekula reagél
(4. abra, E), amely Gjabb instabil tetrahedralis kdzti terméket eredményez (4. abra, F). Az
Ujabb koztitermék disszociacidja végil a disztalis ubikvitin és az aktiv enzim
felszabadulasahoz vezet (4. abra, G) (Clague és mtsai, 2013). A Kkatalitikus cisztein és
hisztidin kazettdk altal hatarolt fehérjerészlet az USP domen. A két motivum altal kozrefogott

szekvencia hossza azonban enzimenként 300 és 800 aminosav kdzott valtozik, és szabalyoz6

szerepet tulajdonitanak neki.

proximalis 'i' il) disztalis
N—C
izopeptid
kotés

katalitikus triad

4. dbra Egy USP hasitasi mechanizmusanak sematikus abrazoléasa (Clague és mtsai, 2013 alapjan). (A) Egy
USP alosztéalyba tartoz6 DUB (zéld) katalitikus triadjanak molekuléris szerkezete (piros keret). Az egyszer(iség
kedvéért itt a DUB szubsztratja egy izopeptid kétéssel (piros vonal) kapcsolddd diubikvitin (sérga). (B) A
katalitikus cisztein deprotonalt tiol csoportja nukleofil tAmadast intéz a karbonil csoport ellen. (C) Egy negativ
toltés( tetrahedralis koztitermék jon létre. Az O az oxianon zsebben helyezkedik el, amelyet hidrogénkotések
stabilizalnak (nincs feltlintetve). (D) A hisztidin imidazol oldallanca mediélja a tetrahedralis koztitermék
hasitasat. A proximalis ubikvitin felszabadul és egy acil-enzim koztitermék jén létre. (E) Egy vizmolekula
tdmadja az acil-enzim koztiterméket. (F) Egy UGjabb negativ toltés instabil koztitermék jon létre. (G) A
koztitermék bomlasanak eredményeként felszabadul a disztalis ubikvitin és visszall a katalitikus tridd eredeti
szerkezete.
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Az USP doménen kiviil az USP-k tobbsége egyéb funkcionalis domént is tartalmaz.
Gyakran el6fordulnak peldaul az UBP tipusu cink-ujj domének (ZnF-UBP), illetve az
ubikvitinnel asszocidlé (UBA) domének, amelyek az ubikvitinek megkdteséért felelések
(Hurley és mtsai, 2006). Az USP-k meglep6en nagy gyakorisdggal tartalmaznak ubikvitin-
szeri (UBL) doméneket, amelyek feltehetéen ezeknek az enzimeknek a
szubsztratspecificitasat szabalyozzak (Zhu és mtsai, 2007).

Az USP alosztalyhoz képest Iényegesen kevesebb képvisel6je van a tobbi cisztein
protedz DUB alosztalynak. Az UCH, MJD és OTU alosztaly tagjai kevésbé valtozatosak mind
szerkezetlik, mind funkcidjuk tekintetében. Katalitikus domeénjuk az USP domentdl
elssorban a Katalitikus ciszteint és hisztidint polarizalé és stabilizalé aminosavakban
kilonbdzik. Az UCH alosztaly esetében a katalitikus tridd megegyezik az USP-kével, de az
oxianion zseb Kkialakitasaban az aszparagin helyett egy glutamin vesz részt. Az MJD
katalitikus doménben szintén glutamin jatszik szerepet az oxianion zseb alkotaséban, illetve a
katalitikus ~ triddban aszparaginsav  helyett aszparagin van. Az OTU domén
kristalyszerkezetének meghatarozasa kideritette, hogy a tébbi cisztein protetaztol eltéréen
ebben az esetben a katalitikus tridd nem teljes, a stabilizalasat kitiintetett aminosavak helyett
egy hidrogénkotd haldzat teszi lehetévé (Nanao és mtsai, 2004; Nijman és mtsai, 2005).

A cisztein protedzokkal ellentétben a JAMM domént tartalmazé metalloproteazok egy
Zn?* ionhoz kotott, polarizalt vizmolekula segitségével hoznak létre nem kovalens
koztiterméket a szubsztrattal. A Zn?* ion stabilizalasat egy aszparaginsav és két hisztidin
végzi (Ambroggio és mtsai, 2004). Ezek az aminosavak konzervéltak a JAMM doménen beliil
és ezt felhasznélva azonosithatdak az ebbe az alosztélyba tartoz6 DUB-ok.

A dezubikvitilald enzimek valtozatos szerkezete Ilehetévé teszi, hogy az
ubikvitilacioval kapcsolatos sokféle folyamatot befolyasoljék, az ubikvitin-ubikvitin illetve az
ubikvitin-szubsztrat kdtések hasitadsaval pozitiv vagy negativ irdnyba tereljék azokat.

3.2. A dezubikvitilalé enzimek funkcioi

Az utdbbi évtized intenziv kutatasai az ubikvitin jelatvitel szdmos pontjan feltartak a
dezubikvitilalo enzimek funkciojat. A kialakult kép azt mutatja, hogy az ubikvitilacidhoz
szlikséges szabad monoubikvitinek szintézisétél, az ubikvitinek Ujrahasznositdsan at a
feherjék féléletidejének és aktivitasanak szabalyozasaig mindenhol szlikség van DUB-okra (5.

abra).
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5. dbra A dezubikvitilal6 enzimek funkcidinak dsszefoglalasa. A DUB-ok szerepet jatszanak az ubikvitin
szintézisben, a frissen szintetizalt lineéris ubikvitin flziokat processzéljak (A). A DUB-ok nélkiildzhetetlenek az
ubikvitinek UGjrahasznositdsahoz (B). A DUB-ok a fehérjék félelétidejét befolyasolhatjak azaltal, hogy
eltavolitjak a degradativ poliubikvitin szignalt (C). A DUB-ok egyes enzimek aktivitdsat modulaljak (D). (sérga:
ubikvitin; kék: szubsztrat fehérje; sziirke: a 26S proteaszdma; zéld: DUB).

Az ubikvitinek a riboszomalis fehérjékhez fuziondlva vagy lineéris poliubikvitin
lancokként szintetizalodnak (Finley és mtsai, 1987; Finley és mtsai, 1989; Redman és
Rechsteiner, 1989). Ezeknek a fuzionalt poliubikvitineknek a processzéalédsat DUB-ok végzik
(5. é&bra, A). Az ubikvitin C-termindlis hidrolazok (UCH) specifikusan kotik a lineéris
ubikvitin fazidkat és az egyes ubikvitinek C-terminalisdnal hidrolizalva felszabaditjadk az
ubikvitin monomereket (Larsen és mtsai, 1998).

A poliubikvitilalt fehérjék proteaszomalis degradacidéja a kovalensen kotott
ubikvitinek degradéciojat is eredményezheti. Ezt kivédend6, a proteaszéma regulator
komplexének DUB aktivitasu alegységei még a lebontéas el6tt eltavolitjak a poliubikvitin
lancokat a megkotott szubsztratrél (5. abra, B). Harom proteaszéméhoz két6dd
dezubikvitilalé enzim ismert. Az Rpnll és az UCH37 &lland6 proteaszoma alegységek, mig
az Uspl4 atmenetileg kotédik a proteaszomahoz az UBL doménjén keresztil (Koulich és
mtsai, 2008). A poliubikvitin lancok eltavolitasért az Rpn11l metalloproteéz felel6s. Ez a DUB
a szubsztratfehérje lizinje és proximalis ubikvitin C-terminalisa kdzotti kotést hasitja, és
egyben tavolitja el a poliubikvitin lancokat (Yao és Cohen, 2002). A felszabadul6
poliubikvitin lancokat tovabbi DUB-ok szabdaljak monomerekre. Az UCH37 és az Uspl4 a
proteaszOméahoz kotott szubsztrat poliubikvitin lancanak disztalis végérdl egyenként tavolitjak
el az ubikvitineket (Hu és mtsai, 2005; Koulich és mtsai, 2008). Az ubikvitinek eltavolitasa a
degradéciora itélt fehérjékrol lehetdve teszi az ubikvitinek Ujrahasznositasat, ami jelent6sen
hozzajarul a sejt szabad ubikvitin-készletének szinten tartasahoz.

A proteaszomalis fehérjelebontas alapvetdéen befolyasolja a fehérjék stabilitasat.
Szamos olyan példa ismert, amelyben a DUB-o0k Ugy interferalnak ezzel a folyamattal, hogy

még a proteaszOmahoz érkezésik el6tt eltvolitjdk a poliubikvitin lancokat a szubsztrat
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fehérjékrol, amivel megnovelik az adott fehérjék féléletidejét (5. abra, C). llyen példaul a p53
tumorszupresszor szabalyozasa. Normalis koriilmények kdzott a p53 feléletideje rovid, mivel
az MDM2 ubikvitin-ligdz degradativ médon poliubikvitilalja. A p53 stabilizaldsdhoz az
USP7/HAUSP DUB szikséges, amely kolcsonhat a p53-al és dezubikvitilalja, mialtal
megeldzi annak proteaszomalis lebontasat (Li és mtsai, 2002). Egy masik példa a DNS
hibajavitasban szerepet jatsz6 BRCA2 mennyiségének szabalyozasa. Az USP11 egy tébb
alegységh6l all6 fehérjekomplex révén kolcsonhat a BRCA2-vel és azt dezubikvitilalva
fokozza annak stabilitasat (Schoenfeld és mtsai, 2004).

A proteaszomalis fehérjelebontdson tal az ubikvitilacié egyes enzimek aktivitasat is
szabalyozza. A szubsztrat fehérjék lizinjeinek monoubikvitilacidja nem degradativ jel és
aktivalja példaul a Ras jelatviteli utat, vagy a DNS hibajavitds egyes lépéseit. A
dezubikvitilalo enzimek ezekben a jelatviteli utakban negativ regulatorok, mivel eltvolitjak
az aktivalé monoubikvitineket (5. &bra, D). JO példa az éleszté Ubp3, amely a Ras jelatviteli
utat gatolja azaltal, hogy dezubikvitilalja az Ira2 RasGAP faktort (Li és Wang, 2013).

3.3. A dezubikvitilalé enzimek szerepe az ubikvitin egyensuly fenntartasaban

Mivel még az ubikvitin szintézishez is DUB-okra van sziikség (Larsen és mitsali,
1998), jelent6s szerepilk lehet a sejtek ubikvitin készletének biztositdsaban. Néhany recens
kisérleti adat arra utal, hogy a hozzéferhet6 szabad monoubikvitinek mennyisége limitélt, és
csak kisebb hanyadat képezik a sejt teljes ubikvitin allomanyanak (Kaiser és mtsai, 2011; Oh
és mtsai, 2013). Néhany éleszt6 DUB-rél kimutattdk, hogy a hidnyuk hatassal van az
ubikvitin monomerek mennyiségére (Amerik és mtsai, 2000; Kimura és mtsai, 2009). A
proteaszOmahoz asszociald Ubp6 hianyaban csokken a hozzaférhet6 szabad ubikvitinek
koncentracidja. Az Ubp6 DUB-nak kuléndsen akkor nagy a jelent6sége, ha a sejtben
valamilyen okbol keves a szabad ubikvitin, azaz ugynevezett ubikvitin stressz 1ép fel. Ekkor
az Ubp6 expresszidja megemelkedik, lassitja a proteaszomalis fehérjedegradacio sebességét, a
disztalis ubikvitineket eltavolitva probalja kompenzalni az ubikvitin deficitet (Hanna és mtsai,
2006; Hanna és mtsai, 2007). Az Ubp6-hoz hasonléan, egy masik éleszt6 DUB, a Doa4
hianya is csokkenti a monoubikvitinek mennyiségét. A Doad elsdsorban az endocitotikus
membranokhoz kotott fehérjékrél hasitja le az ubikvitineket, és a szabad poliubikvitin lancok
jelentds részét is monomerekre bontja (Dupré és Haguenauer-Tsapis, 2001; Kimura és mtsai,
2009).

A hisztonok monoubikvitilaciojanak eddig els6sorban a transzkripcio szabalyozasaban
és a kromatin atrendez6désben tulajdonitottak jelent6séget (Osley és mtsai, 2006). Dantuma
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és munkatérsai megfigyelték, hogy ubikvitin stressz esetén, példaul proteaszoma
gatldszerekkel tortend kezelést kovetéen a hisztonokhoz kotott ubikvitinek mobilizalédnak, és
a citoplazmaba vandorolnak, mialtal hozzaférhet6vé valnak az ubikvitilaciés folyamatok
szaméra (Dantuma és mtsai, 2006). Valdszin(, hogy ubikvitin strsszkor is a dezubikvitilalo
enzimek tavolitjadk el a hisztonokrdl az ubikvitineket. Feltételezhetd, hogy a sejtekben
egyensulyi allapot van a szabad és a konjugalt ubikvitinek kozot, amely fenntartdsaban
nélkildzhetetlen szerepik lehet a DUB-oknak. A folyamat részletes mechanizmusa, illetve az
abban résztvev6 dezubikvitilald enzimek kevéssé ismertek. A sejtben rendelkezésre allg,
limitdlt szabad ubikvitinért olyan folyamatok versengenek, mint az iranyitott fehérje
degradécio, a transzkripcio szabalyozasa, vagy az apoptdzis. Nem teljesen tisztazott, hogy az
ubikvitilacio altal szigortan szabalyozott folyamatokra hogyan hat az ubikvitin egyensuly
felbomlésa, példaul azéltal, hogy olyan DUB-ok funkci6ja sérul, amelyeknek szerepe lehet a
folyamatban.

Munkank soran azonositottuk a Drosophila DUB-okat és elvégeztilk el6zetes genetikai
jellemzésiiket. Az elGzetes jellemzést kovet6en olyan DUB-ok vizsgalatara koncentrltunk,
amellyek hianydban fokozott apoptézis torténik. Hét DUB gént azonositottunk, amelyek
szemspecifikus csendesitése apoptotikus fenotipust eredményezett. Az egyik a CG12082 gén
volt. Err6l a géenr6l mar 2014-ben megjelenet egy kozlemeny, amelyben leirjak, hogy a
CG12082 hianya a szemdiszkuszokban apoptdzishoz vezet (Fan X és mtsai, 2014). A
CG12082 génrdl heterolog menekitési kisérlettel megallapitottuk, hogy az éleszté6 Ubpl4 és
az huméan USP5 ortoldgjat kodolja, és DmUsp5-nek neveztilk. Az éleszt6 Ubpl4-r6l és a
human USP5-r6l ismert, hogy a proteaszomalis fehérjelebontds utan visszamarad6 szabad
poliubikvitin lancokat bontjak ubikvitin monomerekké (Amerik és mtsai, 1997; Dayal és
mtsai, 2009). Egy recens kdzleményben a huméan USP5-r6l leirtdk, hogy Hel a sejtvonalakban
a kett6s szalo DNS torések hatékony kijavitdsdhoz nélkilozhetetlen (Nakajima és mtsai,
2014). A DmUsp5 funkcidjanak részletes analiziséhez delécios mutansokat allitottunk el6. A
DmUsp5 deléciés mutansai vandorlé harmadik stadiumd larvaként elpusztultak, agyukban és
imagokorongjaikban apoptotikus sejtek halmozddtak fel. Kimutattunk, hogy a DmUsp5
muténsokban felhalmoz6dnak az szabad és a kotott poliubikvitinek, illetve a monoubikvitin
készlet kimerll. A monoubikvitin készlet kimertlése ubikvitin stresszhez vezet. A DmUsp5
mutansokban az ubikvitin stresszet a DmUspl4 expresszidjanak megemelkedése és a
cikloheximid érzékenység bizonyitotta. Megéllapitottuk, hogy a DmUsp5 mutansokban tébb
proapoptotikus gén aktivalddik és a DIAP1 inaktivalddik. Az apoptotikus kaszkad beindulasat
feltehet6en az valtja ki, hogy a DmUsp5 hianydban az ubikvitin homeosztazis felborul.

14



A dolgozatom készitése kdzben megjelent egy kdzlemény, amely szintén a DmUsp5
szerepét vizsgalta a Drosophila egyedfejlédésében (Wang és mtsai, 2014). A szerz6k
megallapitottak, hogy a DmUsp5 nélkildzhetetlen az egyedfejlédéshez, hianyaban szabad és
kotott poliubikvitinek halmozddnak fel valamint megemelkedik a proteaszoma alegységek
expresszioja, amely 0Osszecseng mi eredményeinkkel. A tapasztalt fenotipusokat ez a
kdzlemény is az ubikvitin homeosztazis felboruldsanak tulajdonitja, de nem vizsgaltak az
ubikvitin stresszt és az apopt6zist. Wang és munkatarsainak, illetve a mi munkanknak az

Osszehasonlitasara az Eredmények megvitatdsa fejezetben térek Ki.
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CELKITUZESEK

Az ubikvitin-fuggd jelatviteli folyamatok az ubikvitilacio és a dezubikvitil&cio
egyensulyan keresztiil valésulnak meg. Az utobbi par évtizedben kutatasok sorozata vizsgalta
az ubikvitilaciot, viszont a dezubikvitilacio és az azt katalizal6 DUB-ok csak nemrég kerlltek
az érdekl6dés kozeéppontjaba. Noha ennek az enzimosztalynak szdmos tagjat azonositottak és
biokémiailag jellemezték mind élesztében, mind human sejtekben, keveset tudunk konkrét
élettani jelent6ségukrél. Remélhet6, hogy soksejtes intakt modellszervezeteken végzett
kutatasok kozelebb visznek szerepik kideritésehez. A kézelmultban az Uspl4 és az Ataxin-3
DUB-ok esetében egérmodellben kimutattak, hogy szerepik van az idegsejtek normalis
miikodésének szabalyozasaban (Chen és mtsai, 2011; Neves-Carvalho, 2015). Egyes DUB-
okat mar jellemeztek Drosophila modellben is (Chen és mtsai, 2002; Zhao és mtsai, 2008;
Mukai és mtsai, 2010; Scheuermann és mtsai, 2010). Munkdm kezdetekor, 2012-ben még
nem tortént meg az 6sszes potencialis DUB-ra kiterjedd szisztematikus genetikai analizis
Drosophilaban. A kulonféle fajokbdl szarmazd dezubikvitilald enzimek szekvenciainak
hasonldsaga azt mutatja, hogy az ubikvitilacids enzimkaszkad tagjaihoz hasonléan a DUB-ok
tobbsége is evollcidésan konzervalt éleszt6t6l az emberig. A DUB-ok szisztematikus
funkciondlis vizsgélata olyan tdbbsejti modellorganizmusban, mint a Drosophila
melanogaster hozzajarulhat ennek a DUB-0k jobb megértéséhez, funkcionalis jelentségik
feltrasahoz.

A Drosophila melanogaster, vagy ecetmuslica egy 109 éves laboratériumi modelifaj,
jol kezelhetd és igen kdzkedvelt a genetikusok korében. Széles genetikai eszkdztara lehetévé
teszi a gének mutécidinak hatékony el6allitasat. A mutansok fenotipusa kénnyen vizsgalhato,
amibdl kovetkeztethetiink az ép gének funkcidjara, a genetikai interakciokbdl pedig a
folyamatokban résztvevé molekulédk kapcsolataira, és szerepére. Az ecetmuslicdban lehet6ség
van a gének célzott sejt- és szovetspecifikus csendesitésére, transzgénikus muslicak
készitésére, a fehérjék taltermeltetésére.

A genetikai analizisen tul az ecetmuslicaban lehet6ség van példaul a sejtciklus és az
apoptozis résztvevdinek sejtbioldgiai mddszerekkel torténd tanulmanyozasara. Imaginalis
szoveteik diploid sejtjei larva korban folyamatosan osztédnak, és ha a folyamat zavart
szenved, a valtozas mikroszkopos és immunhisztokémiai modszerekkel kdnnyen detektélhato,

vizsgalhato.
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A Drosophila  genomprojektnek  kdszonhetéen az  ecetmuslica  teljes
genomszekvencidja ismert, és hozzaférhet6. Bioinformatikai mddszerekkel lehetéség van
barmely fehérje ecetmuslica ortoldgjat azonositani, és a fent emlitett technikakkal vizsgalni
azok élettani jelent6ségét egy soksejtli modellorganizmusban.

A csoportunkban folyo kutatasok egyik célja a dezubikvitil&lé enzimek azonositésa és
genetikai analizise az ecetmuslicdban. A potencialis DUB-okat kodold gének szisztematikus
csendesitésével, valamint funkciovesztéses mutansainak vizsgalataval igyeksziink azonositani
az egyedfejlédésben szerepet jatszO DUB-okat. Ezt kovet6en funkcionalis szlrésekkel
kivanunk fényt deriteni a DUB-0k szerepére az ubikvitin-fliggé folyamatok szabalyozasaban.
Az egyik altalam vizsgalni kivant folyamat az apopt6zis. Az apoptdzisrol ismert, hogy szamos
pontjan szabalyozodik ubikvitilacioval (Broemer és Meier, 2009). Esszer(i feltételezniink,
hogy a dezubikvitil&lé enzimeknek is szerepe lehet az apopt6zis szabdlyozasaban. Célom az
apoptozisban szerepet jatszO DUB-ok azonositasa, illetve érdekes apoptotikus fenotipust
mutaté DUB-ok szerepének meghatarozasa az alabbi Iépéseken keresztiil:

1. Dezubikvitil&lé enzimeket kodold gének azonositasa Drosophildban mér ismert
éleszt6 és human DUB szekvenciék alapjan, bioinformatikai médszerekkel.

2. Az azonositott Drosophila DUB-o0k el6zetes jellemzése RNS interferencidval és
mutansokkal. A feladat magaba foglalja a génexpresszid vizsgalatat, a letalfazisok
meghatarozasat.

3. A DUB-ok sziirése az apoptodzisban jatszott potencidlis szerepikre, ugy, hogy
szemspecifikus géncsendesitést kovetden vizsgalom a szemfenotipust.

4. A kulondsen érdekes szemfenotipust mutaté gén(ek) részletesebb funkcionalis
vizsgélata:

- allélsorok készitése

- az apoptozis vizsgélata mikroszkopos és immunhisztokémiai technikakkal
- apoptotikus gének expresszidjanak vizsgalata RT-PCR-rel

- funkciondlis homoldgia vizsgalata heterolog menekitési kisérlettel

- az ubikvitin haztartas vizsgalata Western blot analizissel
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Bioinformatikai modszerek

A Drosophila dezubikvitilalé enzimek azonositisa soran mar ismert éleszt6 és human
DUB-ok szekvenciajat hasznéltuk kiindulési pontnak, amelyekrél Amerik és munkatérsai
illetve Nijman és munkatérsai jelentettek meg 6sszefoglalé kozlemenyt (Amerik és mtsai,
2000; Nijman és msai, 2005). A homoldgia sz(irés soran a Flybase, NCBI és UniProt
adatbazisokban talalhaté szekvenciakat és BLAST keres6 programokat hasznaltuk. Az egyes
fehérjék szekvenciajanak 6sszehasonlitdsakor az EMBL-EBI EMBOSS Needle Pairwise
Sequence Alignment programjat, az egyes fehérjéken beliil fellelhetd domének azonositasara
az EMBL-EBI InterPro Scan programjat hasznaltuk.

2. Felhasznélt Drosophila melanogaster térzsek

A Drosophila melanogaster egy genetikailag jol jellemzett laboratoriumi
modellszervezet. Nagy el6nye, hogy életciklusa rovid, 25°C-on néhany nap alatt lezajlik, az
embridtol az imagé allapotig. A megtermékenyitést kovetden a néstény petét rak. A petéb6l
kikel az els6 stadiumus larva, amely két vedlést kdvet6en harmadik stadiumos lavava alakul.
A harmadik stadiumos larva kimaszik a taptalajbdl, ekkor vandorlé harmadik stadiumos
larvavarol beszélink. A vandorlé harmadik stadiumos larva bebabozddik, majd a babban a
teljes atlakuléssal kifejlédik az imago, amely kikel. Az im&go 0sszes szervenek kezdemenye
megtalalhaté a larvaban, un. imagokorongok formajaban. A larva testét felépité sejtek nem
osztodnak, hanem endociklusok sorozatdval méretiiket novelik. Kivételt képeznek az
imagdkorongok és az agy, amelyek intenziv mitotikus osztodasok sorozatan esnek at. Az
imagdkorongok kiboncolhatoak, és jol tanulméanyozhat6é bennik tébbekkdzt a sejtciklus és az
apoptozis eseményei.

A Kkisérletekben felhasznalt torzseket standard Drosophila kukoricadara- éleszt6
taptalajon tartottuk. A kisérleteket 25°C-on végeztik. A torzsgydjteményt 18°C -on tartottuk
fenn. A transzgenikus RNS-interferencia torzseket és P elem inszerciés mutansokat a
bloomingtoni illetve bécsi és a szegedi Drosophila torzskdzpontokbdl szereztik be. A
hasznalt genetikai markerek leirasa megtalalhatdé a FlyBase-ben (http:/flybase.org). A
vizsgalt letalis allélokat vagy transzgenikus konstrukciokat hordozd kromoszomakat masodik
kromoszémés CyO,vagy CyO, actGFP és harmadik kromoszéméas TM3, Sb Ser illetve TM6B,
Tb Hu actGFP balanszer kromoszomék folott tartottuk fenn.
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A bécsi torzskdzpontbdl (VDRC) szarmazé transzgénikus RNS-interferencia vonalak
el6allitasanal a pUAST Drosophila expressziés vektor mddositott valtozatat hasznaltak
(Dietzl és mtsai, 2007). A célgének exonjanak 300-500 bazispar hosszlUsagu darabjat két
példanyban, ellentétes orientacidban klénoztak az expresszids vektorba. Az expresszios
vektor lehetbvé teszi a transzgénikus konstrukcid6 GAL4-fliggé expresszidjat, ugyanis a
szekvencia tiz, tandem elhelyezkedé optimalizalt GAL4 kot6 hely (UAS: Upstream
Activating Sequence) utan és az SV40 transzkripcionalis terminator elé van klénozva. A
célgén tehat csak azokban a sejtekben aktivalédik, ahol jelen van a GAL4 éleszt6
transzkripcios faktor. A GAL4 transzkripcids faktort kilon transzgenikus torzs termeli. Azt,
hogy a GAL4 milyen sejtekben vagy szovetekben termelédik, az hatdrozza meg, hogy a
transzgénikus allatban a GAL4-et kodold szekvencia milyen Drosophila gén prométere mogeé
van klénozva. Szdmos, kilonboz6 sejt- és szdvetspecifikus GAL4 traszkripcios aktivatort
termeld torzs all rendelkezésre, amelyeket driver t6zseknek nevezink. Az Act5C-GAL4 és a
da-GAL4 torzsek minden szovetlikben kifejezik a GAL4-et, mig a példaul az eyeless-GAL4
csak a szemkezdemény sejtekben termeli. A transzkripcids aktivator bejuttatasa a
transzgénikus RNS-interferencia vonalba keresztezéssel torténik. Az utddokban egyiitt lesz a
GAL4 transzkripcids aktivator és az RNS-interferencia konstrukcié. A GAL4 kot6dik az
RNS-interferencia transzgén UAS helyére és aktivalja annak &tirodasat. Az ellentétes
orientacioba klonozott exonrészek expresszioja egy kettés szali RNS-t fog eredmeényezni,
amelyet a Dicer komplex Kis interferald6 RNS-ekre darabol. Ezek a RISC komplexbe épiilve a
celgénrdl kepz6d6 mRNS lebontésat indukaljak (Tijsterman és Plasterk, 2004).

3. Letélfazis meghatarozas

A letalfazis meghatarozas soran azt a fejl6dési stadiumot hatarozzuk meg, amelyben a
vizsgalt gén funkcidjanak kiesése miatt az egyedfejlodés leall, és az allatok elpusztulnak. A
letalis mutéacidkat CyO, actGFP és TM6B, Th Hu actGFP kromoszdémakkal balansziroztuk. A
transzgénikus RNS interferencia vonalakat Act5C-GAL4/CyQO, actGFP illetve da-GAL4 driver
torzsekhez kereszteztiik. A letalfazis meghatarozasahoz torzsenként 20-30 par imagot
petéztet6 kamrakba helyeztik. A petéztet6 kamrak aljara Petri csészékben aktiv szenet
tartalmazo téaptalajt helyeztiink (2% bacto-agar, 0,8% D-glik6z, 0,1% aktiv szén), amelynek a
fellletére eleszté pasztat kentiink. Az aktiv szénnel feketére festett taptalaj kontrasztos
héatteret biztosit a larvak gydjtéséhez, az éleszté pedig megfelel§ taplalék a muslicaknak. A
petéztetd kamrakat 25 °C fokon tartottuk és a Petri csészéket 12 dranként cseréltiik majd 24
ora elteltével a kikelt larvakat standard taptalajt tartalmazé fiolakba gydijtottik. A gydjtést
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GFP sz(rdvel ellatott UV mikroszkdp alatt végeztiik, hogy a GFP-t expresszald balanszerek
alapjan el tudjuk kaldniteni a mutans homozigotakat a heterozigéta testvéreikt6l, illetve a
drivert hordozd géncsendesitett &llatokat a kontroll utdédoktol. Az egyes fiolakba nem
helyeztlink kevesebb, mint 20 és tobb mint 50 larvat. Ha tal kevés (kevesebb, mint 20 darab)
larva van egy fiolaban, akkor képtelenek megfeleléen megragni a taptalajt és az kénnyen
kiszaradhat. Ugyanakkor, ha tal sok larva van, az tomegstresszt idézhet el6, amely negativan
befolyasolja az allatok egyedfejlGdését. A fiolakba gydijtott larvakat termosztatban, 25 °C-on
neveltiink. Genotipusonként 400-400 larva metamorfozisat kovettik nyomon. Az
egyedfejlédés kiloénbozd stadiumait Bainbridge és Bownes 1981-es kozleményében leirtak

alapjan hataroztuk meg (Baindbridge és Bownes, 1981).

4. Apoptotikus fenotipus vizsgalata szemben

Az apoptotikus fenotipus vizsgalatanak egyik kénnyen Kivitelezhet6 modszere, ha a
géncsendesitést a szem imégokorongokban indukdljuk és vizsgéljuk annak a szem
masodik kromoszomas, homozigota életképes eyeless-GAL4 drivert hasznaltunk. Errél a
driverrdl ismert, hogy ha az altala indukalt géncsendesités vagy taltermelés apopt6zishoz
vezet, akkor az adultakban durva felszind, rendezetlen facettaju szemet, Ugynevezett rough-
eye fenotipust eredményez (Braid és Verheyen, 2008; Fan Y és mtsai, 2014). A kapott
fenotipusokat intenzitasuk szerint kategorizaltuk.

5. Szemikvantitativ, reverz transzkripciohoz kapcsolt PCR (RT-PCR)

Az egyes gének expresszidjanak mérését a mintakbdl atirt cDNS-en telitési ciklusszam
alatti ciklusszammal végeztilk. A reakciéhoz sziikséges primerparokat a DNASTAR és a
Clone Manager programmal terveztiik, ugy hogy a primerparok tapadasi helyei a gének
exonjaiba essenek és lehetdseg szerint legaldbb egy intront fogjanak kdzre. Bemerési
kontrollként a Drosophila L17 riboszomélis fehérjét kodoldé génre tervezett rpL17A
primerparokat hasznaltuk. Telitési ciklusszam alatt (20-25 ciklus) a képz6d6 termék
mennyisége egyenesen aranyos a templat DNS mennyiségével. Az RNS mintakat Tri Reagent
extrakcios kittel (Sigma) izolaltuk. Amennyiben sziikséges volt, a mintdkat RQ1 RNaz mentes
DNazzal kezeltik (Promega). Az RNS mintdk épségét gél-elektroforézissel ellenériztik; a
nem degradalddott mintakban jél lathaté 2 kb-nal a 18S riboszomalis RNS alkotta éles sav.
5ug 0ssz-RNS templatrol M-MuLV reverz transzkriptdzzal (Fermentas) random hexamer
primert haszndlva cDNS-t szintetizaltunk. A polimeraz lancreakciokat Go-Tag (Promega)
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héstabil polimerdzzal végeztik, standard korilmények kdzott (2 mM MgCly, 0.2 mM dNTP,
0.2 mM primer). Az rpL17A primerekkel kapott termék mennyisége alapjan kalibraltuk a
specifikus primerekkel végzett PCR reakciokba bemért templat mennyiségeket. A PCR-
termekeket agar6z gelelektroforézissel detektaltuk. A DUB-ok el6zetes jellemzéséhez

hasznalt 6sszes primer szekvenciajat e dolgozat keretében nem részletezem.

A CG12082 gén expresszidjanak vizsgalatahoz hasznalt primerek:

CG12082 RT upper: 5’- CAACCGGGTCTTCCTCCACATCCA -3’
CG12082 RT lower: 5’- GCCGCCACTGCCGTCAAAGAAC -3’

A proapoptotikus gének expresszidjanak vizsgalatdhoz hasznalt primerek:

p53 RT upper: 5- GCTTGGGGCACGTACATATT-3’

p53 RT lower: 5’- ACATGAGCGGGTCTGTAACC-3’

rpr RT upper: 5’- CTACATACCCGATCAGGCGACTCT-3’
rpr RT lower: 5’- ACTAAAATTGGGTGGGTGTTGTGG-3’
hid RT upper: 5’- ACGCCCGGGAGATTGATGG-3’

hid RT lower: 5’- CGGGACTGGGTGATATTGGATTG-3’
grim RT upper: 5- AAAGGTTTCCCGGTTGGTTCA-3’

grim RT lower: 5-TGTTCGGCGGTTCTTGTATTCTAT-3’

A proteaszoma alegységek expressziojanak vizsgalatdhoz hasznalt primerek:

DmUspl14 RT upper: 5’- ACGGTGGTGCCCTTCTCC-3’

DmUsp14 RT lower: 5’- GGCGCTGTGGTCCTGTTG-3’

Rpnll RT upper: 5’- GAGGCCGTGGATCCCGTCTTTCA-3’
Rpn1l RT lower: 5’- CAGCTGCTCGGGCGTCATTTTCTC-3’
Rpn10 RT upper: 5’- AGGGCGAGATAAACCTCCTG-3’
Rpn10 RT lower: 5’- GGTGTTGGCTTCGTTCTCTG-3’

Rpnl RT upper: 5- TCTGACCAAGGCCGATCTGAAGGA-3’
Rpnl RT lower: 5’- AGTGGTACGGCCCGACGAATGG-3’

6. Kvantitativ valos ideji PCR (QPCR)

A proapoptotikus gének expresszidjanak kvantitativ valos ideji PCR-rel torténé
meghatarozasahoz 1 pg 6ssz-RNS-b6l cDNS-t szintetizaltunk a RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific) felhasznaldséval. A valds idejii PCR-t egy ABI 7500
(Applied Biosystems) készulékkel, SYBR Green kit felhasznaldsaval végeztik az alabbi
program szerint: 95 °C, 10 perc, (95 °C, 15 masodperc, 60 °C, 1 perc) X 40 ciklus. A
primereket a Clone Manager programmal terveztik. A C; értéket minden egyes mRNS
esetében az rpL17A és az Actind2A haztartdsi gének termékeihez normalizaltuk. Az
expresszios szint valtozéasait a AAC; modszerrel szamitottuk ki. A kisérletekhez az aldbbi

primerparokat hasznaltuk:
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Actind2A forward:  5’- GCGTCGGTCAATTCAATCTT -3’
Actind2A reverse . 5’- AAGCTGCAACCTCTTCGTCA -3’
RpL17A forward: 5’- GAGCCAAGAACCTGTACG -3’
RpL17A reverse: 5’- CAGGCATGACCTTCTTCC -3’

p53 forward: 5’- CATCGAGGGCATGATTAAGG -3’
p53 reverse: 5- CGTAGGCACGTTTCTTAAGG -3’
rpr forward: 5’- AGGAGCAGCAGATCCTTC -3’
rpr reverse: 5-TCTTCCGGTCTTCGGATG -3’

hid forward: 5’- ACCGACCAAGTGCTATACG -3’
hid reverse: 5’- GCGGATACTGGAAGATTTGC -3’
grim forward: 5’- GCGGTCAGAACAACGATG -3
grim reverse: 5’- GATTGAGCCTGCCTTTCC -3’

7. Deléciés mutansok el6éallitasa P elem remobilizécidval

Kisérleteim soran a Drosophila P elemre épulé mutagenezis technikdval hoztam létre a
deléciés mutéans torzseket. Megjegyzem, hogy a ,,deléci6” terminust a genetikaban altalaban
néhany bazispar hianyara szoktak alkalmazni. A Drosophila genetikdban azonban ,,delécio”
alatt az egy gént érint6, nagyobb kiterjedési DNS szakasz kiesesét is eértjik, és
dolgozatomban is ebben az értelemben szerepel. A P elem remobilizaciés mutagenézis
maddszer Iényege, hogy a célgén kdzelében 1év6 P elemet transzpozaz bevitelével mobilizaljuk
az inszerciés helyr6l. A P elem kivagodasa legtobbszor pontosan torténik, amit preciz
kivagddasnak nevezziik. Azonban az eseteknek egy részében a kivagddas nem preciz, ezért a
P elemmel szomszédos szekvencia egy része is elvész, és delécio keletkezik. A delécio
méretét specifikus primerekkel, PCR-rel, majd pedig a DNS fragment szekvenalasaval tudjuk
bazispar pontossaggal azonositani. A reakciéban a deléciés kromoszémarol Kisebb termék
keletkezik, mint a vadtipusrol.

A CG12082 gén esetében két P elem inszercios allélbol (CG120825Y3%%9 gs
CG120825"7%% kiindulva hoztam létre a gént érint6 deléciokat. A CG120825"%°%9/TM3 és
CG120825"7%%TM3 sziizeket tdmegben w'; Df(3R)C4/TM3, Sb P(A2-3), transzpozazt
termel6 himekhez kereszteztem. Az utddok kdzill CG120825"%°¢/TM3, Sb P(A2-3) vagy
CG120825"7%%T\M3, Sh P(A2-3) himekben torténik meg a P elem remobilizacidja. Ezeket az
an. ,,jump-starter” himeket egyesével harmadik kromoszomaés balanszert hordozé w; TM3, Sh
Ser/TM6B, Th Hu szlizekkel kereszteztiik. A kikeld utddok kdzott kerestiink P elemet vesztett,
fehér szem( egyedeket, amelyeket aztan balanszer kromoszdémakkal torzsekbe allitottuk. A P
elem preciz kivagddasakor visszadll a vad fenotipus, az ilyen kromoszoméara nézve
homozigoéta legyek életképesek és fertilisek. A nem preciz P elem kivagodas delécidt okozhat,
amely egy esszencialis gén esetében letalitast okoz. A homozigéta letélis térzseken PCR
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reakcidt végeztink. A CG12082 gént érintd deléciot a P elemeken kiviilre, a szomszédos

génekbe tervezett primerekkel végzett PCR-rel azonositottam.

Felhasznalt primerek:

CG12082 delécios upper: 5°- GCAAAACAACGCCGAAAACTG -3’
CG12082 delécids lower: 5°- AGCTGCGTGTAAAGATGGGAGACC -3’

A vérhat6é vadtipusu termék mérete: 3705 bp.

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

Egy-légy PCR: 0.5ul 20mg/ml ProteindzK-val kiegészitett 50ul SB pufferben (10mM
TrisCl pH=8.2, 1ImM EDTA, 25mM NaCl) homogenizalunk egy legyet vagy babot, fél éraig
37°C-on inkubaljuk, majd 95°C-on 2 perc alatt inaktivaljuk a ProteindzK-t. Az igy készitett
oldat kozvetleniil bemérheté a PCR-reakcioba, vagy 4 °C tarolhato.

A PCR reakciot az alabbi program szerint végeztiik: 95 °C, 5 perc, (95 °C 30 masodperc, 65
°C 30 °C, 72 °C, 4 perc) X 35 ciklus, 72 °C, 10 perc. A PCR termékeket 0,8 % toménység(i
agaroz gelen futtatuk. A deléciok toréspontjait szekvenaldssal hataroztuk meg.

A CG12082 gén jellemzéséhez hasznalt muslica torzsek leirasat, illetve a genetikai markerek
ismertetését az V. Mellékletben foglaltam 6ssze.

8. Citologiai analizis

Mind az orcein, mind az akridin narancs festéshez vandorlé harmadik st&diumos
larvak agyat boncoltuk ki. Ezeknek a festési eljarasoknak a pontos leirasa megtalalhato Pal és
munkatarsai kdzleményében (P&l és mtsai, 2007).

Az immunhisztokémiai festéshez vandorld harmadik stadiumos larvakbol boncoltunk
imagindlis diszkuszokat és 4% formaldehid oldatban fixaltuk 20 percig. A mintakat PBSTx
(PBS+ 0.1% TritonX-100) oldattal 3X20 percig mostuk, majd 2 6ran at blokkoltuk 1% BSA
oldatban. 1:200 higitasban alkalmaztunk nyudlban termeltetett hasitott kaszpaz-3 elleni
elsGdleges ellenanyagot (Cell Signaling Technology), 4 °C-on, éjszakan at. 3X20 perc PBSTx
mosast kdvetben az elsddleges ellenanyagot 1:400 higitasban alkalmazott Alexa Fluor 647
Goat Anti-Rabbit (Life Technologies) masodlagos ellenanyaggal detektaltuk. A sejtmagok
festésére DAPI-t hasznaltunk. A képeket Olympus FV10i konfokélis mikroszképpal
készitettuk.

23



9. DmUsp5 taltermel6 konstrukcidk készitése

A DmUsp5 kodolo szekvencidjat az RE70722 cDNS klonbol (DGRC) izolaltuk és a
pUASt Drosophila expresszids vektor Xhol/Xbal restrikcids helyeire klonoztuk. A létrehozott
pUASt-DmUsp5 plazmid szekvenciajat szekvenalassal ellendriztik és izogenizalt w'''®
embriokba injektaltuk. A transzformansokat a w*™ marker alapjan valogattuk és
kromoszéma lokalizaciora térképeztiik. A w*™ narancssarga szemszint okozé markergén,
amely a pUASt vektorban talalhatd. A w*'™ marker expresszi6janak mértéke a genomi
kornyezettdl fliigg, a narancssarga szemszin intenzitdsa egyenessen ardnyos az expresszio
mértékvel, és azt is jelzi, hogy az adott genomi kdérnyezet milyen mértékben fokozhatja a
transzgén expressziojat. A pUASt-DmUsp5 transzgénb6l mésodik és harmadik kromoszomas
életképes fliggetlen inszercidkat hordoz6 allatokat allitottuk toérzsbe. Az transzgént hordozé
allatokat UAS-DmUsp5 névvel jelolom. A transzgénr6l torténd fehérjetermeltetést da-GAL4
driverrel indukaltuk. Mivel a transzgén ebben az esetben véletlenszer(ien épult be a genomba,
a genomi lokalizacio is befolyasolja az expresszié mérteket, rendszerint erds taltermelést tesz
lehet6vé.

A DmUsp5-6t moderaltan expresszald torzseket a phiC31 integraz iranyitotta
helyspecifikus integracid6 modszerével (Bateman és mtsai, 2006) allitottuk el6. Ehhez el6szor
a DmUsp5 kodolo szekvencidjat a pENTR1A vektorba klonoztuk, majd olyan Drosophila
expresszios vektorokba rekombinaltuk, amelyek egyuttal lehet6vé teszik a termelédd fehérje
N terminélis FLAG illetve GFP jeldlését. A pTFWattB vektor N terminalis FLAG jel6lést
tesz lehet6vé, a pTGWattB vektor pedig N terminalisin GFP-vel jelolt fehérjét eredményez.
A létrehozott pTFWattB-DmUsp5 illetve pTGWattB-DmUsp5 plazmidokat szekvenaldssal
ellen6riztik, majd olyan embridkba injektaltuk, amelyekben a transzgén a harmadik
kromoszomaén talalhatd mesterséges su(Hw)attP1 platformba épult be. A FLAG-DmUsp5 és
GFP-DmUsp5 torzsekben a transzgének olyan genomi kdrnyezetben vannak, amely egy
mérsékelt taltermelést eredményez da-GAL4 driverrel torténd indukcidt kovetden.

Azt, hogy a FLAG-DmUsp5 és a GFP-DmUsp5 transzgén a UAS-DmUsp5
transzgénnél gyengébben expresszal, az is jelzi, hogy a FLAG-DmUsp5 és a GFP-DmUsp5
muslicak narancssarga szemszine halvanyabb, mint a UAS-DmUsp5 muslicaké. A szemszin
intenzitdsanak kilonbsége arra utal, hogy a FLAG-DmUsp5 és a GFP-DmUsp5 kisebb
mérték( expressziot megengedd genomi kdérnyezetben talalhatd, mint a UAS-DmUsp5
transzgén.

A taltermeld konstrukciok mikodését szemikvantitativ RT-PCR-rel, illetve FLAG-re
és GFP-re specifikus immunfestéssel ellendriztik.
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10. A heteroldg menekitési kisérlet

A heteroldg menekitési Kisérletben hasznalt éleszt6 torzseket és expresszids vektort
Mark Hochstrasser bocsajtotta rendelkezésiinkre. A kisérletben standard éleszt6s technikakat
és minimal taptalajt hasznéltunk. A DmUsp5, a DmUspl4 és az DmRpnll kodolo
szekvencidit a pVT102U éleszt6é expresszios vektorba klonoztuk. A létrehozott pvVT102U-
DmUsp5, pVT102U-DmUsp14 és pVT102U-DmRpn11 vektorokat, valamint az (ires vektort az
UBP14-deficiens MHY840 (MATa hisA200 leu2-3, 112 wura3-52 lys2-801 trpl-1
ubpl4Al1::HIS3) mutans élesztd torzsbe transzformaltuk standard litium acetatos protokollt
kovetve. Egyedi Ura™ telepeket 3ml gazdag YPAD tapoldatba oldatba oltottunk és éjszakan at
30 °C-on novesztettiik. Kontrollként a vadtipusi MHY501 (MATa hisA200 leu2-3, 112 ura3-
52 lys2-801 trpl-1) torzset hasznaltuk. Az éjszakan at ndvesztett éleszt6 kulturakat 0.1 ODggo-
ra higitottuk és egy higitasi sort készitettlink, amelyben minden koncentracié a megel6zének
négyszeres higitasa volt. A higitasi sorokbdl 5 pl-t nitrogénben gazdag, arginin-mentes SC
taptalajra csepegtettiink, amely 0,5 pg/ml koncentraciéju kanavanin-szulfatot tartalmazott. A
kanavanin egy arginin analég, amely a fehérjékbe beéplilve azok hibas feltekeredését
eredményezi (Fowden és mtsai, 1967). Az ubikvitin-proteaszoma rendszer hatékony
mikodése sziikséges a kanavanin Aaltal Kkarositott fehérjék degradaldsdhoz. A fokozott
kanavanin érzekenység jo indikatora annak, hogy az ubikvitin-proteaszOma rendszer

funkcioja sérult (Seufert és Jentsch, 1990; van Nocker és mtsai, 1996; Ramos és mtsai, 1998).

11. Western blot kisérletek

A fehérjemintakat vandorlé harmadik stadiumos larvakbol és babokbdl izolaltuk. A
fehérjéket 12%-0s szepardlé gelben SDS-PAGE-el valasztottuk szét. A felvitt fehérje
mennyiséget Coomassie Brilliant Blue festéssel optimalizaltuk. A mintdkat PVDF
membranra blottoltuk. Az ubikvitinek kimutatasara 1:5000 higitasban alkalmaztunk nyulban
termeltetett poliklonalis anti-ubikvitin elsédleges ellenanyagot (DAKO), amelyet 1:33000-re
higitott anti-nyul HRP-vel konjugélt mésodlagos ellenanyaggal (DAKO) detektaltunk.
Bemeérési kontrollként egérben termeltetett anti-béta-tubulin elsédleges ellenanyagot (DSHB)
hasznaltunk 1:1000 higitasban. Ezt anti-egér HRP-vel konjugalt masodlagos ellenanyaggal
(DAKO) detektaltuk.

12. Cikloheximid etetési teszt

A cikloheximid transzlacié-gatloszer az eukariétak riboszomajanak nagy alegységére
hatva gatolja a transzlacié elongécios Iépését. Az ubikvitin bioszintézis kilondsen érzékeny a
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cikloheximid kezelésre, hatasara ubikvitin hiany all el6 (Hanna és mtsai, 2003). Ismert az is,
hogy az alacsony ubikvitin szint fokozottan érzékennyé teszi a sejteket a cikloheximiddel
szemben (Chernova és mtsai, 2003). Tehat a fokozott cikloheximid érzékenység az ubikvitin
hiany egyik indikatora. Az ubikvitin deficit vizsgalatanak céljabél a muténsainkat
cikloheximiddel etettiik.

Szilard cikloheximidet (Sigma-Aldrich) 34% etanolban oldottunk ugy, hogy 17.6 mM
torzsoldatot készitstink. Elsé stddiumos larvédkat 3.5 ml standard taptalajt tartalmazo fiolakba
gytjtottik (fiolanként 50-et), majd 60 ul megfelelé koncentraciora higitott cikloheximiddel
etettilk. Mivel a DmUsp5? mutaciéra homozigéta muslicak letalisak, az etetés el6tt a w;
DmUsp5%/TM6B, GFP torzset vadtipusi w''® partnerekkel kereszteztik, petéztettik és a
DmUsp5%/+ heterozigdta utodokat etettilk. Kontrollként a w'*® larvakat etettink. A
cikloheximid hozzaadasat kovetden a larvakat 25 °C-on neveltik, a kikeld adultakat fenotipus
kategdriak szerint megszamoltuk.
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EREDMENYEK

1. Dezubikvitilalé enzimek a Drosophila genomban

A dezubikvitilalé enzimek besorolasanak kritériuma az egyes alosztalyokra jellemz6
konzervalt katalitikus domének megléte az &ltalanos szekvencia hasonldésagon kivil. A
konzervalt katalitikus doméneken kivil egyes DUB-okban més funkcionélis domeéneket is
azonositottak, amelyek a sejten beluli lokalizaciét, komplexekbe torténd beépulést vagy a
szubsztrat specificitist szabalyozzak. Ezek kozott a domenek kozott nagy gyakorisaggal
fordulnak el6 olyan ubikvitin két6 domének, mint az ubikvitinnel asszocial6 domén
(ubiquitin-associated domain - UBA), az ubikvitin specifikus protedz tipusd cink-ujj domén
(zinc finger ubiquitin-specific protease - ZnF-UBP) és az ubikvitinnel kdlcsonhato
motivumok (ubiquitin-interacting motif - UIM). Ezeken Kkivil tébb humé&n DUB-ban
kimutathatéak ubikvitin-szeri domének (ubiquitin-like domain - UBL) (Komander és mtsai,
2009). Az élesztd és human DUB-ok szerkezetérdl kozolt ismereteket hasznaltuk fel a
Drosophila DUB-0k azonositasara.

A Drosophila genomban kodolt dezubikvitilalé enzimeket az alapjan azonositottuk,
hogy kimutathatd-e benniik valamely DUB alosztélyra jellemzé konzervalt katalitikus domén.
Annak meghatarozdsahoz, hogy az adott Drosophila fehérje mely éleszt6 illetve huméan DUB
ortologja, a konzervalt katalitikus doménen kivil 6sszehasonlitottuk az éleszt6, a Drosophila
az ismert doméneket nem kodold szekvenciaszakaszok aminosav sorrendjét is. A
bioinformatikai elemzés soran 58 ismert human és 21 ismert éleszt§ DUB szekvenciaja
alapjan 45 potencidlis Drosophila dezubikvitilalé enzimet azonositottunk. Az egyes
mellékletben tlintettem fel. Az 6t ismert DUB alosztaly kozil mindegyiknek van legalabb egy
Drosophila képvisel6je. Az emberhez hasonléan a Drosophildban is az USP alosztalyt
reprezentalta a legtobb DUB. Az éleszt6, Drosophila és humédn DUB alosztalyok
képviseldinek szamat az 1. tdblazat mutatja.

A bioinformatikai elemzés soran 11 esetben tapasztaltuk, hogy egyazon Drosophila
DUB-nak két vagy tobb huméan ortolégja van. Ennek magyardzata az lehet, hogy a
tobbsejtliek evolucidja sordn tobbszor bekdvetkezett gén és genom-rész duplikécio. A

duplikaciok és a kés6bb bekdvetkez6 mutacidok sorozata kozds Osre visszavezethetd, un.
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paralog fehérjéket eredményezhet. Mindegyik esetben az adott human DUB-ok egymassal is

nagy hasonlésagot mutattak, egymas paraldgjanak tekinthet6ek.

1. tblazat Az egyes DUB alosztalyok képvisel6inek szama a homoldgia sz(irésben vizsgalt fajoknal.

Elesztd Ecetmuslica Ember

(Saccharomices | (Drosophila (Homo

cerevisiae) melanogaster) | sapiens)
USP 13 23 56
UCH 1 4 4
MJD - 1 4
OoTuU 2 7 15
JAMM 5 10 12
Osszes DUB 21 45 91

A jelenségre egyik példank az MJD alosztalyba tartozd egyetlen, a CG3781 gén altal
kodolt Drosophila fehérje, amelynek konzervalt Josephin doménje mind a két human MJD
alosztalyba tartozé Josephin fehérjével nagy hasonlésagot mutat.

A forditott eset is el6fordult: két Drosophila DUB egyazon huméan DUB-bal mutatott
hasonlosdgot. Az UCH alosztalyba tartozé CG3431/Uch-L5 és a CG1950/Uch-L5-related
fehérjéknek az egyetlen human UCH-L5 az ortoldgja. Egy masik példa a JAMM alosztalyba
tartozd, CG8335 és CGI9769 gének termekei, amelyeknek ugyanaz a huméan EIF3F az
ortologja.

A homoldgiasziirés sordn megallapitottuk, hogy 33 humén DUB-nak nincs
azonosithaté a Drosophila ortologja. Ezeknek huméan DUB-oknak éleszté ortoldgjai sem
ismertek. A teljes fehérjeszekvenciat erintd6 BLAST kereséssel ugyan kimutathatd tébb-
kevesebb hasonlésdg egyes Drosophila DUB-okkal, els6sorban a katalitikus domén
tekintetében, de ez a hasonldsag kismértéki és az adott Drosophila DUB-oknak van mas, jol
azonosithaté human ortoldgja.

Mivel vizsgélatunk Kiterjedt a teljes Drosophila genomra, illetve az éleszté és a huméan
genom is ismert és annotalt, kijelenthetjuk, hogy az 6sszes Drosophila DUB-ot - 45-6t -
azonositottuk.

A tovabbiakban a Drosophila DUB géneket érint6 mutans és transzgénikus RNS
interferencia vonalakbdl all6 gydjteményt hoztunk létre, és vegeztilk el a DUB-ok el6zetes

jellemzését.

28



2. A Drosophila dezubikvitilalé enzimek el6zetes jellemzése

A Drosophila dezubikvitilalo enzimek el6zetes jellemzésének sordn azt Kivantuk
meghatérozni, hogy mely képvisel6ik nélkil6zhetetlenek az egyedfejlédeshez. A DUB gének
csendesitésének illetve mutacidjanak hatasat 87 transzgénikus RNS interferencia és 45 P elem
inszerciés muténs vonalal vizsgaltuk. Egyes génekre tobb flggetlen mutans vonal is
rendelkezésiinkre allt, vagyis lehetéségunk nyilt egy gén tobb fliggetlen alléljanak
vizsgalatara. A géncsendesités mértékét és specificitdsat szemikvantitativ - reverz
transzkripciohoz kapcsolt PCR-rel (RT-PCR) ellenériztik. Azt, hogy a vizsgalt DUB-ok
koézul melyek funkcidja Iétfontossagu, uUgy allapitottuk meg, hogy megvizsgaltuk a
géncsendesitett illetve a mutans allatok életképességét és fertilitasat, meghataroztuk a
letalfazist. A letalfazis meghatarozas eredményét a 2. tablazat foglalja dssze.

2. tAbldzat A Drosophila DUB gének letalis fenotipusanak dsszefoglal6 tablazata.

életképes, . s R farat adult bab- larva-
fertilis storil | szemilotalis | ) uime letalis | letalis
DUBAI otu Usp15-31 calypso Csnb elF-3p40
faf CG5384 CYLD Csné6 non-stop
PAN2 echinus Usp?2 Prp8
trbd puf Usp20-33 Rpn8
Uch Uch-L5 Usp8 Rpn11
Uch-L5R Usp7 CG3251 scrawny
Usp1 Usp10
Usp12-46 Usp16-45
Usp30 Usp39
Usp32 Usp47
CG2224 CG12082
CG3781 CG9769
CG4603
CG4751
CG4968
CG6091
CG7857
CG8335
18 db 2db 1db 6 db 6 db 12 db

Az egyes géneket a leger8sebb alléljaik letalfazisa alapjan soroltuk be az egyes kategoriakba.

Megallapitottuk, hogy a dezubikvitilalé enzimeket kddolé gének kozial 27
nélkilozhetetlen az allatok egyedfejlédéséhez. E gének csendesitése illetve Kkiejtése esetében
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valamelyik fejl6dési stadiumban bekovetkez6 pusztulast figyeltiink meg vagy a kikeld allatok
sterilitasat tapasztaltuk — az otu esetében ndstény-, a CG5384 esetében himsterilitast.
Munkank konzisztenciajat az is bizonyitja, hogy az ismert, egyazon fehérje komplex
esszencialis alegységeiként azonositott DUB-ok hasonld letélis fenotipust mutattak. A COP9
szignaloszoma ket alegységét kodold Csn5 és Csn6 gének mutansai bab staddiumban
pusztultak el. A 26S proteaszOma regulator komplexének esszencidlis alegysegeit kodolo
Rpn8 és Rpnll mutansai korai larva letalitast mutattak.

Az &ltalunk vizsgélt DUB gének egy részét, peldaul a faf, trbd, otu, Usp8, non-stop,
CYLD, echinus, puf, DUBAI géneket mar korabban jellemezték (lasd a FlyBase adatbazisban
az egyes gének adatlapjan felsorolt hivatkozasokat). Az altalunk hasznalt mutéans allélok
letalis és steril fenotipusa megegyezett azzal, amit szakirodalomban az egyes génekrél
korabban leirtak. A géncsendesités fenotipusa hasonld volt a mutans allélokéhoz.
Megfigyeltik, hogy az eszencidlis gének esetében a géncsendesitett muslicak esetenként
tovabb éltek, mind a null mutansok. Mivel a géncsendesités csak lecsokkenti, de nem
eliminélja teljesen a génrdl képz6d6 mRNS-t, a hipomorf mutansokéhoz hasonl6 fenotipust
okoz. A géncsendesités hipomorf jellegével magyarazhat6, hogy a géncsendesitett muslicak
esetenként tovabb éltek, mint a null mutansok. A DUB gének célzott csendesitését RT-PCR-
rel minden esetben igazoltuk.

A DUB genek el6zetes, letalis fenotipusra kiterjed6 jellemzését kdvetéen kildnbozé
funkciondlis szliréseket terveztink, amelyekkel vizsgaltuk a DUB-oknak az egyes élettani
folyamatokban jatszott szerepét. Egyik altalunk is vizsgalt folyamat a programozott sejthalal,
az apoptdzis. Az apoptdzis vizsgalatat azért tartottuk érdekesnek, mert ismert, hogy benne
jelent6s szerepe van az ubikvitilacionak (Bader és Steller, 2009). Mivel az ubikvitilacio
dinamikajanak a fenntartasaért a DUB-ok felel6sek, jogosan feltételezhetjiik, hogy a DUB-ok
egy része kozvetlenil (az apoptotikus utvonal komponenseinek dezubikvitilalasa altal) vagy
kdzvetetten (az ubikvitin haztartds szabalyozasan keresztul) részt vesz az apopt6zis
szabalyozasaban.

3. A dezubikvitilalo enzimek sz(irése apoptotikus fenotipusra

A dezubikvitilalé enzimek apopt6zisban betoltott szerepét a Drosophila szemben
vizsgaltuk. Ismert, hogy a sejthalal jol tanulmanyozhaté a szemben, mivel a szemkezdemény
sejtek jelent6s mértéki pusztuldsa nem befolyasolja a muslicdk egyedfejlédését, ugyanakkor
kdnnyen azonosithatd fenotipust eredményez. Az apoptotikus jelatviteli Utvonal tobb
komponensének azonositasa a Drosophila szemben tortént (Lisi és mtsai, 2000; Hay, 2000). A
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DUB gének szemspecifikus csendesitését az eyeless-GAL4 driverrel vegeztik. A
szemfenotipus intenzitdsa alapjan harom kategoriat kulonitettink el: enyhe, kdzepes és erds
szemfenotipus. A kategoridknak egy-egy reprezentativ képét, illetve az egyes fenotipus-
kategdriakba es6 DUB gének listajat a 6. abra szemlélteti. A 45 vizsgalt DUB gén kdzil 7-ben
figyeltink meg valamilyen elvéltozast a szemkepz6déshen, facettainak rendezettségében.
Mint lathatd, az Usp8 gén csendesitése a szemben a vadtipusunal alacsonyabb szamu és
szabalytalanul elhelyezked6 facettat eredményezett (6. dbra, B). Mivel ez a fenotipus volt a
legkevésbé hangsulyos, ezért ezt enyhe fenotipus-kategdridba soroltuk. Kozepes er6sségl
szemfenotipust a CG12082 gén csendesitése okozott. A szem nagymértékben csokevényes
volt. A facettdk helyét a fejtok kutikulaja toltotte ki, esetenként szdrszalat is ndvesztve (6.
abra, C). Tovabbi 6t gén esetében a géncsendesités er6s, szemnélkili fenotipust
eredményezett.

vadtipus enyhe kozepes eros

Usp8 CG12082 elF-3p40
Prp8
Rpn8
Rpn11
Usp39

6. abra. A szemkezdeményben csendesitett DUB gének fenotipusa. Onmagaban csak az ey-GAL4 drivert
kifejez6, vad tipust (A) szemhez hasonlitva a géncsendesitett muslicdk szemét, megkilonboztettink enyhe,
rendezetlen facettds (B), kozepes erds, csokevényes (C) és erds, szem és fejtok hidnyos (D) fenotipust. A
szemeket Olympus SZX7 mikroszkdpra szerelt DP73 kameréval fényképeztik le. Az egyes kategoridk
reprezentativ képe alatt azok a DUB gének vannak felsorolva, amelyek csendesitése az adott fenotipust
eredményezte.

Ezekben az esetekben a fejtok jelent6s része is hianyzott, csupan a szajszerv és a
csapok, illetve az 6ket 6sszekotd kutikula rész alakult ki (6.4bra, D). A muslicdk farat adult
stddiumban pusztultak el. A pusztulasnak az lehet a magyarazata, hogy nem alakult ki a fejtok
homloki része, amellyel az imagok kikeléskor a babburkot felszakitjak. Az elhalt egyedeket a
babburokbol tértené kiboncolas utan tudtuk fényképezni.
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A szemspecifikus driverrel torténd szlrést kovetéen, a CG12082 gént valasztottuk ki
részletesebb jellemzésre. A valasztds egyik oka az érdekes, kiterjedt apoptozisra utald
szemfenotipus volt, masrészt pedig a gén akkor még nem volt jellemezve és elnevezve,
ellentétben a masik hat szemfenotipust mutaté génnel. A dolgozatom tovabbi részében a
CG12082 gen altal kodolt a dezubikvitildld enzim részletes genetikai és funkcionalis

jellemzését mutatom be.

4. A CG12082 gén funkcidjanak kiesése larvaletalitast eredményez

A CG12082 gén elbzetes jellemzéséhez harom fliggetlen transzgénikus RNS-
interferencia vonal &llt rendelkezéslinkre. A vonalakat &ltalanos, da-GAL4 és Act5C-GAL4
driverrel indukéalva vandorld harmadik stadiumos larvatdl korai P3 babstadiumig nyulé

pusztulast tapasztaltunk, a géncsendesités mértékének fuggvényeben (3. tablazat).

3. tablazat A CG12082 jellemzéséhez hasznalt mutans allélok és a DmUspl4 allélok letalfazisanak
osszefoglal6 tdblazata. A CG12082 gént a késébbiekben DmUsp5-nek nevezem.

Genotipus Géndozis Letalfazis
vandorlé |bab farat | életképes
lairva adult
Oregon-R vadtipus 5% 95%
da>CG12082"177% gyenge hipomorf | 20% 80%
da>CG12082 MG 1208282 hipomorf 30% 70%
da>CG120827F"1% erés hipomorf | 70% 30%
CG12082%7% homozigdta | vad tipus 3% 97%
CG120825727% homozigota | funkcionalis null | 91%
CG12082" homozigota funkcionalis null | 93%
CG12082° homozigbta valodi null 96%
da>DmUspl4 17227 hipomorf 6% 94%
DmUspl4’””° homozigbta | erds hipomorf 7% 93%*
# steril himek

Mivel a géncsendesités csupan mennyiségileg csokkenti, de nem sziinteti meg teljesen
a génrél képz6dé mRNS-t, ugy viselkedik, mint egy hipomorf mutans allél. A teljeskord
genetikai analizis azonban megkoveteli, hogy kilonb6zd er6sségl allélokat vizsgéljunk,
kdztuk null allélokat is. Ezért a CG12082 gén kdzelében talalhaté P{EPgy2}EY20760 és a
P{EPgy2}EY23569 elemek nem pontos Kkivadgodasaval CG12082 null mutansokat
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készitettuink, amelyekben a delécidk toréspontjait szekvenalassal hataroztuk meg. A P elemek

helyét és a deléciok kiterjedését a 7. abra szemlélteti.

P{EPgy2)}EY23569 P{EPgy2}EY20760
» \ 4 swerT » @ w p
4
™, | ' '
| 4 Hﬁ

Exon1 Exon 2
€G120827 delécio

Exon 3

O -»

€G120822 delécié i

7. dbra A CG12082 gén szerkezetének és a mutéciok helyének sematikus abrazolasa. A gén exonjait barna
szin jeldli. A fekete nyilak jeldlik a katalitikus cisztein (C) és hisztidin (H) kodjainak helyét. A transzlaciés start
kodjanak pozicigjat a ,,START” felirat mutatja. A zold nyilak a P elem inszerciok helyét, a megszakitott vonalak
pedig a delécidk kiterjedését reprezentaljak. Kék nyilak a szemikvantitativ RT PCR-hez hasznalt primerek
kotéhelyét, a piros nyilak pedig a delécidk azonositasara hasznalt primerek helyét mutatjadk. A CG12082 gént a
kés6bbiekben DmUsp5-nek nevezem.

A P{EPgy2}EY20760 elem nem preciz kivagddasa egy 275 bazispar Kiterjedés(
deléciot okozott a gén 3’ végének kozelében. Ezt a delécios allélt CG12082" -nek neveztiik el.
A deléci6 eltavolitotta a katalizishez nelkilézhetetlen hisztidin kazettat, illetve az UBA2
domént kddold szekvencia jelentds részét. Az enzimatikus funkcidhoz nélkuldzhetetlen
domének miatt, habar a CG12082" allélr§] képzédhet mRNS, az nem kddolhat funkcionalis
fehérjét, vagyis a CG12082' allél funkcionélis null allélnek tekinthets. A CG12082!
homozigotak egyedfejl6dése vandorld harmadik stddiumos larvaallapotban megrekedt és az
allatok 3-4 nap stagnalast kovet6en, melanotikus géboket ndévesztve elpusztultak.

A P{EPgy2}EY23569 elem nem preciz kivdgodasaval egy 2147 bp méretl delécid
képz6dott, amely a gén 5’ végétdl 3’ iranyba terjedt, és eltavolitotta a gén szekvenciajanak
73%-4t, beleértve a ,start” kodot is. A deléciés allélt CG120822 -vel jeldltik. Errél az allélr6l
nem tudtuk kimutatni mRNS képz6dését, tehat valodi null allélként viselkedik. A CG12082?
homozigbtak egyedfejlédése szintén vandorlé harmadik stddiumos larvaallapotban rekedt
meg. A larvak a CG12082" allélhoz hasonl6an, 3-4 nap stagnalast kévetSen melanotikus
goboket képezve pusztultak el. A mindkét deléciét transzheterozigota allapotban hordozé
larvdk a homozigotakéval megegyez6 fenotipust mutattak. A letalitdst mindkeét allél esetében
menekiteni tudtuk a vadtipusi CG12082 mérsékelt tultermelésével (4. tablazat).

33



4. tblazat A CG12082 mutansok letalfazisanak menekitése vadtipusi CG12082 transzgénnel. A CG12082

gént a kés6bbiekben DmUsp5-nek nevezem.

Genotipus Letalfazis
vindorlé | bib farat | életképes
lirva adult
Oregon-R 5% 95%
CG12082" homozigota 93%
CG 12082° homozigota 96%
da>GFP-CG12082; CG12082' homozigota 24% 76%
da>FLAG-CG12082; CG12082° homozigéta 14% 86%
da>UAS-CG12082; CG12082° homozigbta 51% 49%

A tovébbiakban a CG12082 génfunkcid jellemzését a CG12082° valédi null allélon

keresztlil mutatom be.

5. A CG12082 hianya megemelkedett apoptdzishoz vezet

Avégett, hogy meghatarozzuk, milyen rendellenesség A&llhat a larva letalitas
hatterében, a mutansok larvalis szOveteit vizsgaltuk. Larvalis agyakat és imagokorongokat
boncoltunk, majd orceinnel és akridin narancs festéssel, illetve aktivalt kaszpaz-3 elleni
immunfestéssel vizsgaltuk, olyan mddszerekkel, amelyek az apoptotikus sejtek azonositasara
jol bevaltak.

A CG12082 mutansok orceinnel festett larvalis agypreparatumaiban (8. abra, B) a
vadtipust kontrollhoz képest (8. abra, A) jelentésen nagyobb szamu lekerekitett, tulfest6dd,
piknotikus sejtet figyeltink meg, amelyeket szamszer(sitve kozel 6tszords apoptozis
indexbeli emelkedést allapitottunk meg (8. &bra, C). A transzgenikus RNS interferenciaval
csendesitett larvak apopt6zis indexe is szignifikansabb magasabb volt, mint a kontroll
mintaké.

A larvaagyak akridin narancs festése is azt mutatta, hogy a vadtipust agyhoz képest
(8. abra, D) a CG12082 mutans larvak agyaban (8. abra, E) jelent6sen nagyobb mértékii a
sejtek pusztulasa. Hasonldképpen, az apoptotikus sejtek kimutatasara specifikus és érzékeny
kaszpadz-3 elleni immunfestés is megemelkedett apoptdzist mutatott a muténs larvak
imagdkorongjaiban (8. &bra, G). Mivel ezekbdl a larvalis szovetekbdl alakulnak ki kés6bb a
feln6tt muslica szervei, az igen intenziv apopt6zis magyardzhatja a fent emlitett letalis
fenotipust. Az iméagdkorongok hianydban a muslicdk elélhetnek a vandorl6 harmadik
stadiumos larvaallapotig, mivel az imagokorongok nem sziikségesek a larva fejlédeséhez, de a
bebaboz6dasédhoz mér igen.
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8. abra A CG12082 mutans apoptotikus fenotipusa. Vadtipusi (A) és CG120822 (B) larvak orceinnel festett
agypreparatumait faziskontraszt mikroszkdppal vizsgaltuk. Piros nyilak jeldlik a kis, lekerekedett, piknotikus
sejteket. Az apoptozis index (C) azt mutatja meg, hogy egy latomezében atlagosan hany piknotikus sejtet
szémoltunk. A vadtipust, a CG12082 géncsendesitett (da>CG12082"*°%"), CG12082 null mutans (CG12082) és
a transzgénikusan menekitett (CG12082° menekitett) larvak apoptozis indexét hatéroztuk meg. Az oszlopok
tovénél 1év6 szdmok azt mutatjdk, hogy hany fiiggetlen prepardtum atlagat és szorasat jeléli az oszlop.
Preparatumonkeént 15-25 latomezét szdmoltunk le. A statisztikai 6sszehasonlitast kétmintas T-prébaval végeztiik.
A vad tipust (D) és a CG12082 mutans (E) larvak agyan akridin narancs festést is végeztiink és konfokalis
mikroszkdppal vizsgaltuk. A vadtipust (F) és CG12082 mutéans (G) larvak labdiszkuszat DAPI-val (kék) és
hasitott kaszpaz-3 specifikus ellenanyaggal (piros) festettiik. A képeket konfokalis mikroszkoppal rogzitettik. A
betétképek a jelolt terlletek kinagyitott, egyedileg elkiil6nithetd sejtjeit mutatjdk. A CG12082 gént a
kés6bbiekben DmUsp5-nek nevezem.

A letdlis fenotipushoz hasonléan az apoptotikus fenotipus is menekithetd volt a vad
tipusi CG12082 mérsékelt tultermeltetésével mutansokban (8. abra, C).

6. A CG12082 az Ubp14/USP5 funkcionalis Drosophila ortoldgjat kodolja

A FIyBASE predikciés adatai és BLAST keresés alapjan megallapitottuk, hogy a
CG12082 gén altal kodolt fehérje szekvenciaja atlagosan 45,5% illetve 66,4% hasonlosagot
mutat az éleszté Ubpl4, illetve a humé&n USP5 fehérjével. Ezen felll a fehérje konzervalt
USP, UBP tipust cink ujj, valamint az UBAl és UBA2 domeénjeinek topoldgiaja
nagymértékben megfeleltetheté az éleszt6 és human ortolégok domén-szerkezetének (I1.
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melléklet). Avégett, hogy megvizsgéljuk, a szerkezeti homoldgian talmenéen funkcionalis
homoldgia is fennall-e a fehérjék kozott, heteroldg menekitési kisérletet végeztiink. Azt
vizsgaltuk, hogy a Drosophila CG12082 képes-e transzgenikusan ellatni az Ubpl4 funkcidjat
olyan sarjadzo élesztd sejtekben, amelyekbdl hianyzik az endogén Ubpl4. Amint az 9. abran
lathatd, az Ubpl4 muténs (ubpl4A) sejtek a kontrollhoz hasonléan ndvekednek standard

taptalajon, de ndvekedesuk leall 0.5 pg/ml kanavanin jelenlétében.

kanavanin mentes 0.5 pg/ml kanavanin
0.1 0.025 0.006 0.001 0.0002 0.025 0.006 0.001 0.0002 QD600

vadtipus
ubp14A

ubp14A+pVT102U-DmUsp5
ubp14A+pVT102U

ubp14A+pVT102U-DmRpn11

ubp14A+pVT102U-DmUsp14

9. abra A CG12082 expresszidja menekiti az ubpl4A sarjadzo élesztd kanavanin érzékeny fenotipusat.
Standard (A), illetve 0.5 pg/ml kanavanin tartalmu standard (B) taptalajra csepegtettiink vad tipusu, ubpl4A és a
feltlintetett konstrukcidkat hordozd ubpl4A élesztd sejteket. Az azonos koncentraciéju (0.1 OD600) sejteket egy
linedris higitasi sor szerint csepegtettiik. Mindegyik csepp negyedannyi sejtet tartalmaz, mint az el6z6. A
lemezeket 30 °C-on 5 napig novesztettiik, majd fényképeztiik.

Ismert, hogy a kanavanin egy olyan arginin anal6g, amely a fehérjékbe beépilve
elrontja azok térszerkezetét (Fowden és mtsai, 1967). Ha az ubikvitin-proteaszéma rendszer
zavart szenved, akkor a sejtek nem képesek elég hatékonyan degradalni a kanavanin
kdvetkeztében felhalmozddd hibas fehérjéket, és fokozottan érzékennyé valnak a kanavaninra.
Ismert, hogy az ubpl4A éleszt6ben géatolt a proteaszomalis fehérjelebontds, aminek
kdvetkezmenye a kanavanin érzékeny fenotipus (Amerik és mtsai, 1997). A tovabbiakban, az
ubpl4A sejtekbe egy folyamatosan aktiv alkohol dehidrogenaz prométerrel ellatott CG12082
expresszios konstrukciot juttattunk (pVT102U-DmUsp5). A CG12082 géntermék hatasara az
ubpl4A sejtek is képesek voltak novekedni a kanavanin tartalmu taptalajon (9. &bra, B). A
DmUsp5 expresszidjaval ellentétben az lres vektor (pVT102U), illetve mas Drosophila DUB-
ok kifejeztetése (pVT102U-DmUspld és pVT102U-DmRpnll) nem komplementalta az
ubpl4A éleszt6k kanavanin érzékenységét.

Mivel Kisérletiinkh6z hasonld kériilmények kdzott a human USPS5 is képes volt ellatni

az élesztd Ubpl4 funkcidjat (Amerik és mtsai, 1997), eredményeink azt mutatjak, hogy a
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Drosophila CG12082 gén terméke az Ubpl4/USP5 dezubikvitilald enzim funkcionalis

ortologja. Ezért ezt a fehérjét DmUsp5-nek neveztik el.

7. A DmUsp5 hidnyaban szabad és kotott poliubikvitin lancok halmozodnak fel és
csokken a szabad monoubikvitinek mennyisége

Az utobbi években in vitro kisérletekkel igazoltédk, hogy a human USP5 szubsztratjait
a szabad poliubikvitin lancok képezik, amelyeket a proteaszomalis fehérjelebontas soran a
proteaszdma Rpnll nevezetl DUB alegysége tavolit el a lebontandd fehérjékrél (Hadari és
mtsai, 1992; Verma és mtsai, 2002; Reyes-Turcu és mtsai, 2006). A szabad poliubikvitin
lancokat bont6 funkcionak megfelel6en, a szabad poliubikvitin lancok felhalmozddasat
mutattak ki mind az éleszt6, mind a human USP5 hianyaban (Amerik és mtsai, 1997; Dayal és
mtsai, 2009). Azért, hogy a tapasztalt fenotipusok hatterében allé molekularis valtozasokrdl
képet kapjuk, a poliubikvitinek szintjének esetleges valtozasat megmertik a DmUsp5
muténsokban CycLex® poliubikvitinekre specifikus ELISA Kkittel. A kit szilard fazisu
szendvics ELISA elven mikddik. Egy 96 lyukd plate aljat poliubikvitinre specifikus
monoklondlis ellenanyaggal vontak be. Léarvalis fehérje-extraktumot ezekben a lyukakban
inkubalva, az ellenanyag kikoti a poliubikvitineket. Mosast kovetéen HRP konjugalt
monoklondlis poliubikvitin elleni ellenanyaggal detektaljuk a kikotott poliubikvitineket. A
reakcié egy ELISA olvasd késziilékkel kvantifikalhatd. A Kkitet alkalmazva a vadtipushoz
képest a poliubikvitinek korulbellil négyszeres emelkedését mértik a DmUsp5 null allél
esetében (10. &bra, A). Mivel ez a modszer nem tud kilonbséget tenni a szabad és a
fehérjékhez kotott poliubikvitinek kozott, a tovabbiakban western analizist végeztiink
ubikvitin-specifikus ellenanyaggal. A western blot alapjan megallapitottuk, hogy mind a kis,
mind a nagy molekulasulyu, szabad és fehérjékhez kotott ubikvitilalt formak felhalmozddtak
a DmUsp5 mutéansban (10. abra, B). A kis molekulasulyd csoport elemei egy 4-5 savbdél allo
létra fokait alkotjak, amelyek az szabad ubikvitin di-, tri-, tetra-, penta- €s hexamereknek
feleltethet6k meg. Ett6l elkilonilnek a nagy molekulasulyd ubikvitilalt formak, amelyek
elkendd6 foltot képeznek a gél felsd részében. A folt a detektalhatd ubikvitin tartalma miatt a
felhalmozddott poliubikvitilalt fehérjéknek felelhet meg.

Normalis esetben a sejtek teljes ubikvitin készletének csak korulbelll egyharmad része
talalhaté szabad monomer formaban (Kaiser és mtsai, 2011; Oh és mtsai, 2013). A
monoubikvitin  készletnek a fenntartasahoz nélkuldzhetetlenek a DUB-ok, amelyek
monomerek felszabaditasaval folyamatosan pétoljak a megkotott ubikvitineket (Wilkinson,
1997; Larsen és mtsai, 1998).
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10. &bra DmUsp5 mutdnsban felhalmozddnak poliubikvitin szdrmazékok és cstkken a monoubikvitin
szint. (A) A poliubikvitin koncentracio kvantitativ meghatarozasa vandorld larva fehérje extraktumokbol tortént
a Cyclex poliubikvitinekre specifikus ELISA kitel. A poliubikvitinek mennyiségét vadtipustu (1. oszlop),
DmUsp5 null mutans (2. oszlop), valamint a DmUsp5-6t mutans (3. oszlop) és vadtipusi (4.oszlop) héttéren
er6sen tultermeld larvakban mértik. (B) Vandorld larvak fehérje extraktumat 12% tdéménységli SDS gélen
futtattuk, PVDF membréanra blottoltuk és anti-ubikvitin els6dleges ellenanyaggal detektaltuk. A mintakat
vadtipust (1. oszlop), DmUsp5 null muténs (2. oszlop), a DmUsp5-6t muténs (3. oszlop) illetve vadtipusi
héattéren (5.0szlop) mérsékelten taltermeld, valamint a DmUsp5-6t muténs (4. oszlop) illetve vadtipusd héattéren
(6. oszlop) er6sen tultermel6 allatokbol készitettiik. Bemérési kontrollként anti-tubulin - monoklonélis
ellenanyaggal végzett immunaoblott szolgalt.

Mint ahogy az el6bb bemutattam, az DmUsp5 hidnyaban az ubikvitinek jelentds része
lekotve marad szabad poliubikvitin lancok és poliubikvitilalt fehérjék formajaban. Azt
feltételezhetjik, hogy a DmUsp5 muténsokban csdkkenhet és kritikussd valhat a szabad
monoubikvitin készlet, amiatt, hogy az ubikvitinek nagyrésze poliubikvitinek forméajaban
lek6tve marad. Amikor a western blot kisérletet megismételtilk nagyobb felbontasban, nem
telitési korilmények kozott, detektalni tudtuk a feltételezett csokkenést (10. &bra, B, 1. és 2.
oszlop). A DmUsp5 enzim mérsékelt taltermeltetése null mutans hattéren megszintette mind
a szabad, mind a kotott poliubikvitinek akkumulaciojat, valamint a szabad monoubikvitin
készlet kimerilését (10. abra, B, 3. oszlop). Az eredmenyek arra utalnak, hogy az éleszt6 és a
human sejtvonalakhoz hasonldéan, a DmUsp5 Drosophildban a szabad poliubikvitin lancok
lebontdsdban jatszik szerepet, valamint neélkilozhetetlen a poliubikvitilalt fehérjék
zokkenémentes degradaciojahoz. Ezen talmenéen ugy tlnik, hogy a szabad monoubikvitin

s

utanpotlas f6 atvonalat is a DmUsp5 altali ubikvitin-Gjrahasznositas képezi.
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A Kisérleteink soran megfigyeltik, hogy a vadtipusi DmUsp5 GAL4/UAS rendszerrel torténd
erds tultermeltetése negativan hat az allatok egyedfejl6désére és hdmérsékletfliggd letalitast
eredményez (5. tablazat).

5. tAblazat A vadtipusi DmUsp5 er6s taltermeltetésének h6mérsékletfiiggé letalitasa.

Genotipus Letalfazis
vandorlé | bab farat életképes
larva adult
Oregon-R (25 °C-on) 5% 95%
da>UAS-DmUsp5 (18 °C-on) 34% 62% 4%
da>UAS-DmUsp5 (25 °C-on) 89% 11%
da>UAS-DmUspS5 (29 °C-on) 10% 90%

A poliubikvitin-specifikus ELISA kittel torténé mérés (10. &bra, A) és a Western blot
kisérlet (10. abra, B) azt mutatta, hogy ezekben az erésen tultermel6 allatokban jelentdsen
megnovekedett a nagy molekulasulyd, magasan futd poliubikvitilalt fehérjék mennyisége.
Raadasul az ubikvitilalt szarmazékok jelent6s része szokatlan médon nem vandorolt bele a
szeparald gélbe, hanem a tomoritd gél fogsagaban maradt. Az ubikvitilalt szarmazékoknak ez
a viselkedése a kis szolubilitasu fehérje-aggregatumok elektroforetikus mobilitdsahoz hasonlit
(Junn és mtsai, 2003). A megfigyelés arra utal, hogy a DmUsp5 nagymértékd taltermelése
gatolhatja a proteaszomalis fehérje lebontast. A jelenség lehetséges mechanizmusat és a

tultermelés okozta letalitast a Kdvetkeztetések fejezetben fogom targyaini.

8. A DmUsp5 hianya a DmUsp14 fokozott expresszdjahoz és a proteaszéma alegységek
taltermeléséhez vezet

Az alacsony ubikvitinszint kdvetkezményeit eddig csak a Saccharomyces cerevisiae
sarjadzo élesztében jellemezték. A szabad monoubikvitin-keészlet csdkkenése az Ugynevezett
ubikvitin stresszvalasz kialakulasahoz vezet éleszt6ben (Hanna és mtsai, 2006; Hanna és
mtsai, 2007). A folyamat Iényege, hogy egy eddig ismeretlen mechanizmus révén
megemelkedik az UBP6 gén transzkripcidja, amely szintén egy DUB enzimet kodol. Az Ubp6
ubikvitinszeri (UBL) doménjével kotédik a proteaszomahoz, gatolja a proteaszomalis
fehérjelebontast és fehérjekhez kotott poliubikvitin lancok disztalis végér6l egyenként
eltavolitja az ubikvitin monomereket (Hu és mtsai, 2005; Hanna és mtsai, 2007), ezaltal
hozzajarul a monoubikvitin-készlet pétlasdhoz. Mivel az DmUsp5 hidnya szintén ubikvitin

hianyhoz vezet, lehet6séget teremt annak megvalaszolasara, hogy ubikvitin stresszvalasz
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létezik-e Drosophilaban. A kérdést megvalaszolandé a DmUsp5 mutansokban megvizsgaltuk
az Ubp6 Drosophila ortologjanak expressziojat.

A FlyBase adatbazis szerint a CG5384 gén kddolja az éleszt6 Ubp6 Drosophila
ortoldgjat, amint arra a nagyfoku szekvencia hasonlosag alapjan lehet kdvetkeztetni. A
prediktélt fehérje aminosavsorrendjét az ismert éleszté és human DUB-okkal dsszehasonlitva
megallapitottuk, hogy mind a fehérje szekvencijaban, mind a domén-szerkezetében nagyfoku
hasonlosdgot mutat az éleszt6 Ubp6 és a human Uspl4 fehérjékkel (I11. melléklet). E
hasonlosag alapjan a CG5384 gén termékét e DUB-ok Drosophila ortolégjanak tekintjik és
DmUspl4-nek nevezziik. El6zetes vizsgalataink azt mutattak, hogy a DmUsp14 csendesitése
traszgénikus RNS interferenciaval nem okozott lathaté fenotipust, viszont egy piggyBac
transzpozon inszercids allélje himsteril fenotipust mutatott (3. tblazat).

A DmUsp14 kifejez6dését RT-PCR méréssel kdvettik mind vadtipusd, mind DmUsp5
null mutans muslicdkban. Minthogy a DmUspl4 expresszidja jelent6sen megemelkedett a
DmUsp5 hianyaban (11. abra), arra kdvetkeztettiink, hogy a szabad poliubikvitin lancok
akkumulacidja, valamint a tapasztalt monoubikvitin hiany ubikvitin stresszvalaszt valt Ki

Drosophilaban.

5
G)Q‘Z' 11. abra A DmUsp5 hidnyaban megemelkedik

6‘\) a DmUspl4 és a proteaszdma alegységeket
. 0 kédolé gének kifejez6dése. Vadtipusa (1.
o W@ oszlop), DmUsp5 null mutans (2. oszlop) és a

& & & & DmUsp5 mérsekelt tultermelésével menekitett (3.

* » &9 N\ oszlop)  véandorl6  larvakbol — Bssze-RNS-t
izolaltunk és cDNS-t szintetizaltunk. A mintédkon
DmUspl4  és proteaszoma  alegységek
transzkriptumait felismer§ primerekkel PCR-t
végezink telitési ciklusszam alatt. A DmUsp5

DmUsp14

expressziojadt DmUsp5 specifikus primerekkel
Rpnt1 vizsgaltuk. Bemérési konrollként az rpL17A
g % riboszomalis alegység expresszioja szolgalt. (MS
P - molekulasuly marker)
Rpn10 % 78
£8
2
Rpn1
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A mutansainkban tapasztalt poliubikvitilalt fehérjék felhalmozddésa az esszencialis
proteaszOma-alegysegek muténsainak fenotipusara emlékeztet. Kordbban kimutattadk, hogy a
proteaszoma Rpnl0 alegységének hianya az 0sszes tobbi proteaszOma-alegység jelent6s
felhnalmozddasahoz vezet (Szlanka és mtsai, 2003; Ju és mtsai, 2004), amely jelenség
élesztOben proteaszoma stresszkent ismert (Hanna és mtsai, 2007). A proteaszOma-alegységek
expressziojanak vizsgalatara a DmUsp5 mutans és vadtipust larvakbdl RNS-t izolaltunk és
RT-PCR-rel meghataroztuk az Rpnl, Rpnl0 és Rpnll gének transzkriptumainak szintjét.
Mindhdrom gén expresszidja jelentésen megemelkedett az DmUsp5 mutansokban a
vadtipushoz képest (11. abra).

Az proteaszdma alegységek megemelkedett expresszidja menekitheté volt a vadtipusd
DmUsp5 mutans hattéren tortén6 mérsékelt tdltermelésével. A Kkisérlet alapjan
megallapithatjuk, hogy a DmUsp5 hianya a proteaszOma-alegységek koordinalt

tultermeléséhez vezet, amely a mutans sejtekben indukal6dé proteaszoma stresszre utal.

9. A DmUsp5 mutansok cikloheximid érzékenységet mutatnak

Ismert, hogy az ubikvitin hidny az éleszt6sejteket érzékennyé teszi olyan kilonféle
vegyliletekkel szemben, mint példaul a transzlacié-gatld cikloheximid. A talérzékenység az
ubikvitin stressznek tulajdonithaté (Chernova és mtsai, 2003; Hanna és mtsai, 2003). Annak a
feltételezéslinknek az alatdmasztésara, hogy a DmUsp5 hianydban ubikvitin stressz lép fel,
megvizsgaltuk az DmUsp5 mutansok cikloheximiddel szembeni érzékenysegét. A tesztben azt
szamoltuk, hogy az els6é stadiumos larvaként cikloheximiddel etetett muslicak kozul hanyan
érik meg a feln6tt kort. Mivel a mutansok homozigéta allapotban etetés nelkul is vandorlo
harmadik stadiumos larvaként elpusztulnak, a Kisérletben DmUsp5% + heterozigtakat
hasznaltunk, amelyek normal korilmények kozt életképesek. Amint a 12. dbran lathato, a
DmUsp5 dozisanak csokkenése jelentds cikloheximid érzékenységhez vezetett a vadtipushoz
képest.

A dominans hatas is alatdamasztja azt, hogy a DmUsp5 mutansokban jelentds az
ubikvitin hiany, ami ubikvitin stresszt eredményez. A cikloheximid az ubikvitin gének
transzlacidjanak gatlasan keresztil tovabb fokozza az ubikvitin stresszt, mivel igy nem csak
az ubikvitin Ujrahasznositds, hanem az ubikvitin szintézis is gatolt. A fokozott ubikvitin
stressz olyan kortlmény, amely fennallasakor megmutatkozik az DmUsp5 mutécié haplo-

elégtelen jellege.
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Cikloheximid koncentracid

12. dbra A DmUsp5 heterozigotak érzékenyek cikloheximidre, egy transzlaciot gatlé szerre. Vadtipusu és
DmUsp5 muténs heterozigéta (DmUsp5%/+) szinkronizalt elsé stadiumos larvak taptalajara cikloheximid
alkoholos oldatat csepegtettik. Az abszcisszan feltlintetett értékek a taptalajban taldlhatd cikloheximid
végkoncentraciogjat jelolik. A kezelést kovetden a kikelt adultakat szdmoltuk meg. Az egyes oszlopok négy
figgetlen kisérlet atlagat jeldlik. Minden Kkisérletben genotipusonként 250 larvat etettink, 50-50-et
koncentracionként. A statisztikai 6sszehasonlitast kétmintas T-prébaval végeztiik.

10. A DmUsp5 mutansokban aktivalédnak a proapoptotikus gének

A Drosophila apoptotikus Gtvonal f6 komponensei kdzé tartoznak az iniciator és
effektor kaszpazok, apoptozis gatlé ubikvitin ligdzok (inhibitor of apoptosis protein - IAP) és
olyan proapoptotikus fehérjék, mint a p53, a Reaper, a Hid és a Grim (Xu D és mtsai, 2009).
Ha valamely citotoxikus hatas atlép egy kiszobértéket, a p53 és az RHG gének
transzkripcidsan aktivalodnak és indukaljak az apoptozist. Az RHG fehérjék kotédnek a
Drosophila IAP1 (DIAP1) BIR doménjéhez és kompetitiven blokkoljdk annak kaszpéazgéatld
aktivitdsat. A kaszpdzok igy megmenekiilnek a proteaszomélis lebontéstol, aktivalodnak és
indukaljak az apopto6zist (Broemer és Meier, 2009). Annak meghatarozasara, hogy a DmUsp5
hianydban is ez az apoptotikus Gtvonal aktivalodik-e, szemikvantitativ RT-PCR-rel és valds
idejd kvantitativ PCR-rel nyomon kovettilk a p53 és az RHG gének expresszidjat mutans és
vadtipust mintdkban. Amint a 13. dbra mutatja, a vadtipushoz képest a DmUsp5 mutéansban
jelentésen megemelkedett a p53, a reaper és a hid gének expresszidja. A legjelentdsebben a

p53 és a reaper fejezddott Ki.
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p53

rpr

hid

grim

DmUsp5

rpL17A

13. &bra A DmUsp5 hidnydban megemelkedik a
proapoptotikus gének kifejezédése. Vadtipusi (1.
oszlop), DmUsp5 null mutans (2. oszlop) és a
DmUsp5 mérsékelt taltermelésével menekitett (3.
oszlop) vandorl6 larvakbdl 6ssz-RNS-t izolaltunk és
cDNS-t szintetizaltunk, majd a p53, reaper (rpr),
hid és grim transzkriptumait felismerd primerekkel
PCR-t végeziink telitési ciklusszam alatt. Mivel a
kisérlet az 11. dbran bemutatott kisérletben hasznalt
mintéakkal késziilt, a DmUsp5 és rpL17A bemérési
kontroll ~ expresszidjara vonatkozd &brarészlet
megegyezd. (MS — molekulasuly marker)

proapoptotikus gének

Ezeknek a proapoptotikus géneknek az expresszidja a vadtipusban lathat6 meértékre

szorult vissza, amikor a vadtipusi DmUsp5 szekvenciat muténs hattéren mérsékelten

tultermeltuk. A proapoptotikus grim expresszidjanak mértéke nem valtozott meg jelent6sen a

DmUsp5 mutansokban, ami arra utal, hogy az RHG csaladnak ez a képviseldje nem vesz részt

a mutansok apoptotikus fenotipusanak kialakitasaban.

A vizsgalt proapoptotikus gének expresszids profiljanak valtozasat kvantitativ valos

idejl PCR-rel is igazoltuk (14. 4bra).

Relativ expresszio

hid

p53 rpr grim

14. adbra A proapoptotikus gének expresszidjanak
valtozasa a DmUsp5 mutansban. Vadtipust és DmUsp5
mutans vandorld 1&rvédkbol 6ssz-RNS-t izolaltunk és
reverz  transzkripciéval ~ cDNS-t  szintetizaltunk.
Kvantitativ valés idejli PCR segitségével hataroztuk meg
a proapoptotikus gének expresszigjat. A mintdk az
Actind2A  és rpL17A héaztartdsi génekre voltak
normalizdlva. Az é&bran az egyes géneknek megfelel§
mMRNS szintek minden esetben a vadtipushoz viszonyitott
relativ expresszioként szerepelnek. Az egyes oszlopok két
fliggetlen kisérlet atlagat és szorasat mutatjak.
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A kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a DmUsp5 hianya a proapoptotikus
utvonalnak legalabb harom szerepl6jét aktivalja, és az RHG géneket megel6z6en (upstream)
fejti ki hatasat.

11. A DIAP1 tultermeltetése részlegesen menekiti a DmUsp5 mutansok letélis és
apoptotikus fenotipusat

Az el6z6ekben emlitett eredmények aldtdmasztasara meg kivantuk vizsgélni a DIAP1
szintjét a DmUsp5 mutansban. Ezt az indokolja, hogy ismert, a kaszpazok felszabaditasan
kivil a Reaper azéltal fokozza tovabb az apoptézist, hogy kivéltja a DIAP1 auto-
ubikvitilaciojat és lebontasat, valamit gatolja a transzlaciét (Holley és mtsai, 2002; Ryoo és
mtsai, 2002). A DIAPL szintjét kozvetlenul nem tudtuk kovetni, viszont kdzvetve tudtuk
vizsgalni azéltal, hogy a DIAPLl-et taltermeltetttk DmUsp5 mutdns hattéren. A
tultermeltetéshez itt is a GAL4/ UAS rendszert alkalmaztuk. Rendelkezéstinkre allt egy olyan
transzgénikus vonal, amely DIAP1 szekvenciat a GAL4 kot6helye, az UAS szekvencia utan
tartalmazta, amiért a da-GAL4 driverrel minden szOvetben ki tudtuk fejeztetni. Ezenkivil a
transzgén a DIAP1-nek egy olyan pontmuténs valtozatat kddolta, amelyben a 85. pozicidban
Iév6 valin helyett metionin van. A V85M mutacié funkcidnyeréses DIAP1-et eredményez,
amely a vadtipusnal egy kissé erdsebben szupresszalja a Reaper-fiiggé apoptdzist (Lisi és
mtsai, 2000).

A DIAP1 tultermeltetése jelentésen befolyasolta a mutansok letalis és apoptotikus
fenotipusat. DIAP1 tlltermelés hataséra a DmUsp5° homozigotak véandorlé larva letalis
fenotipusa kitolodott babstddiumig (6. tablazat). Evvel szemben a DIAPL taltermelés
vadtipusu héattéren nem befolyésolta a muslicak életképességét, fertilitasat (6. tablazat).

6. tAblazat A DIAP1 tiltermeltetés hatdsa a DmUsp5 muténs letlfazisara

Genotipus Letalfazis
vandorlé | bab farat életképes
ldrva adult
Oregon-R 5% 95%
da>UAS-DIAP1"*M 6% 94%
DmUsp5? homozigdta 96%
da>UAS-DIAP1"™; DmUsp5° homozigdta | 22% 78%
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A letalfazis meghatarozédssal parhuzamosan a DIAP1 taltermel6 larvadk agyabdl
készitett, orceinnel festett preparatumokon meghataroztuk az apoptozis indexet is. A DIAP1
tultermelés hatasara a DmUsp5 mutansok agyaban korulbeliil 50%-al csdokkent az apoptdzis
mértéke (15. &bra). A eredmény Osszhangban van azzal a feltételezéssel, hogy a DmUsp5
hianya gatlon hat a DIAP1 funkciojara.

3 15. 4bra A DIAP1 tualtermeltetése részlegesen menekiti a
DmUsp5 mutans apoptotikus fenotipusat. Vadtipusi, DmUsp5
muténs (DmUsp5°), a DIAP1-et mutans (da>UAS-DIAP1Y®M:

25 DmUsp5° ) illetve vadtipusti (da>UAS-DIAP1Y®*M) hattéren
taltermeld larvak apoptotikus indexét hataroztuk meg a 8.C
é abranal ismertetett leirt médon. Az oszlopok tévénél 1évE szamok
- 2 azt mutatjak, hogy hany fiiggetlen preparatum atlagat és szérasat
£ jeloli az oszlop. Preparatumonként 15-25 latémez6t szamoltunk
0. le. A statisztikai dsszehasonlitast kétmintas T-probaval végeztiik.
L
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Mivel a DIAPL1 egy E3 ubikvitin-ligaz, melynek funkciéja nagymértékben fiigg a
rendelkezésre allo szabad ubikvitinekt6l, a DmUsp5 hidnya minden bizonnyal az ubikvitin
hianyon keresztiil okoz zavart az apoptdzis ubikvitin-fliggd szabalyozéaséaban.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

Az utébbi évtizedek kutatasainak koszonhet6en megallapitast nyert, hogy a sejten
beliili folyamatok jelentOs részének szabalyozasaban az ubikvitilacié szerepet jatszik. Az
ubikvitin méas fehérjékhez viszonyitva nagy koncentracioban van jelen a sejtekben szabad
monomerek, szabad poliubikvitin lancok, valamint fehérjékhez konjugélt mono- és
poliubikvitinek formajaban. Lassan kezd kirajzolodni egy kép, miszerint normélis fizioldgiai
korulmények kozott a sejtben egy dinamikus egyensulyi allapot all fent a szabad és a kotott
ubikvitin formak kozott (Dantuma és mtsai, 2006; Kimura és Tanaka, 2010). Ezt az
egyensulyi allapotot az egymassal szemben haté ubikvitilacio és dezubikvitilacio tartja fent. A
szovetek tobbségében egy adott id6ben az ubikvitineknek csak egy kisebb hanyada Iétezik
szabad monomerek formajaban, a tébbséguk fehérjékhez kotoétten van jelen (Dantuma és
mtsai, 2006; Kaiser és mtsai, 2011; Oh és mtsai, 2013). Szamos intracellularis folyamat
verseng a limitalt ubikvitin készletért, és ubikvitin-fligg6ségikdn keresztll befolyasolhatjak
egymas lefolydsat. Ezért a sejt arra kenyszerll, hogy folyamatosan biztositsa az ubikvitin
monomerek utanpdtlasat. Az aktiv ubikvitineket a dezubikvitilalé enzimek allitjak el6 az
Ujonnan szintetizlt inaktiv poliubikvitin fGziék processzalasaval, vagy a mar felhasznalt
ubikvitinek Gjrahasznositasa revén (Wilkinson, 1997; Larsen és mtsai, 1998).

Dolgozatomban, egy soksejtd modellorganizmusban, az Drosophila melanogasterben
azonositottam és vizsgaltam a dezubikvitilalé enzimeket. Megallapitottuk, hogy a Drosophila
genomban 45 potencialis DUB-ot kodold gén van. Ugy Véljik, hogy a DUB-ok szerkezetérdl
rendelkezésre all6 mai ismereteink alapjan az 6sszes Drosophila DUB-ot azonositottuk.
Megjegyzem, hogy egy 2012-ben megjelent kozlemény 41 Drosophila DUB-ot (Tsou és
mtsai, 2012), mig egy maésik, amely a Drosophila DUB-oknak a Notch jelatviteli Utban
jatszott szerepét vizsgalta, 45 Drosophila DUB-ot azonositott (Zhang és mtsai, 2012). Ugy
tnik, hogy a DUB enzimosztalynak 45-nél nincs tobb képvisel6je Drosophildban.
Elképzelhetd azonban, hogy ahogy a DUB-okrol sz6l6 ismereteink gyarapodnak, teljesen mas
szerkezet( enzimekrél is bebizonyosodik, hogy képesek az ubikvitin-ubikvitin vagy ubikvitin-
szubsztratfehérje kdzotti kotéseket hasitani, és a Drosophilaban is fellil kell majd vizsgalnunk
a DUB-0k szamat.

A dezubikvitilalo enzimek egy evollcidsan konzervalt fehérjecsalddot keépeznek, az
eukariota torzsfejlédés mindegyik pontjan jelen vannak, az éleszt6t6l az emberig. Erre utal az
az eredményink is, hogy a legtobb éleszt6 DUB-nak van Drosophila ortolégja és minden
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Drosophila DUB-nak ismert a human megfelel§je. A DUB-ok funkcionalis jelentdsegere utal,
hogy a Drosophila DUB-ok 60%-a esszencialis, hianyukban a muslicak életképtelenek.

Kivancsiak voltunk a Drosophila DUB-ok szerepére olyan fizioldgiai folyamatokban,
amelyek els6sorban az ubikvitilacio révén szabalyozodnak. Egyik ilyen folyamat az
apoptozis. Kordbban két Drosophila DUB, a DUBAI és az Usp8/Ubpy esetében mar
Kimutattak, hogy szerepiik van az DIAP1 fligg6 apoptozis szabalyozasaban (Yang és mtsai,
2014), de az 0sszes Drosophila DUB-ra kiterjedd vizsgalatot még nem végeztek. A DUB
gének szemspecifikus csendesitésével tovabbi hat DUB-r6l mutattuk ki, hogy hidnyuk
apoptozishoz vezet. A DUBAI gén csendesitése a mi rendszeriinkben nem vezetett
apoptotikus fenotipushoz. Ennek a kiilénbségnek az az oka, hogy mig Yang és munkatarsai a
proapoptotikus genek tultermeltetésevel érzékenyitett hattéren vizsgaltdk ennek a génnek a
funkciojat, mi nem érzékenyitett, vadtipusd hattéren dolgoztunk. Eredményeink arra utalnak,
hogy az ubikvitilacibhoz hasonléan a dezubikvitilacié is részt vesz az apoptozis
szabalyozasaban.

A tovabbiakban az CG12082 gén funkcibjat vizsgaltam, mert az apoptotikus
fenotipusa alapjan ez a gén érdekesnek tlint, viszont funkcidja még ismeretlen volt. Heterolog
komplementécios kisérlettel bizonyitottuk, hogy ez a gén az éleszt6 Ubpl4 és a humén
USP5/1zopeptidaz-T dezubikvitilalo enzim Drosophila ortoldgjat kddolja. Ezen tdimenéen, in
vivo kisérletekkel mutattuk be, hogy a DmUsp5 fontos szerepet jatszik az intracellularis
ubikvitin szint fenntartasaban. A DmUsp5 funkciovesztéses muténsaiban megnovekedett a
szabad és kotott poliubikvitinek koncentracidja és ezzel parhuzamosan csokkent a szabad
ubikvitin monomerek mennyisége. Az, hogy a szabad poliubikvitin lancok felhalmozddnak,
egybevag azokkal a mas organizmusokon végzett in vitro és in vivo biokémiai vizsgalatok
eredményeivel, amelyek szerint az enzim f6 funkcidja a szabad ubikvitin lancok ubikvitin
monomerekké hasitasa (Wilkinson és mtsai, 1995; Falquet és mtsai, 1995; Amerik és mtsai,
1997; Dayal és mtsai, 2009). A nagy molekulasulyd tartomanyban mozg6, poliubikvitilalt
fehérjék akkumulaciéja minden bizonnyal azzal a ténnyel magyarazhaté, hogy a szabad
poliubikvitin lancok nagy affinitassal képesek kotédni azokhoz a poliubikvitin receptorokhoz,
amelyek a poliubikvitilalt szubsztratokat a proteaszomahoz szallitjdk (Deveraux és mitsai,
1994; Beal és mtsai, 1996). Ha tehat a szabad poliubikvitin lancok foloslegben vannak,
kompetitiven gatoljak a poliubikvitilalt fehérjék proteaszomalis degradécidjat. A lebontatlan
poliubikvitilalt fehérjek felhalmozodnak, és a Western blottal kimutathatéak. A proteaszoma

alegységek szintézisének koordinalt megemelkedése a DmUsp5 mutansokban az Ugynevezett
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proteaszoma stressz jele (Hanna és mtsai, 2007), ami szintén a proteaszoma aktivitas gatlasara
utal.

A DmUsp5 mutansokban a szabad monoubikvitin mennyiségének csdkkenését is
tapasztaltuk. Felmeril a kérdés, hogy vajon egy kritikus fizioldgiai kiiszob ald csokken a
monoubikvitinek koncentraci6ja? Az ubikvitin stresszvélasz indukcidja ezekben a
muténsokban arra utal, hogy a monoubikvitin szint csokkenése komoly fizioldgiai
kdvetkezményekkel jar. Az élesztében leirt ubikvitin stressz jellegzetességei kimutathatéak a
Drosophila DmUsp5 mutansokban is: a DmUsp5 hidnya domindns cikloheximid
érzékenységet eredményez (12. &bra), ami mind a DmUspl4, mind a proteaszoma
alegységeket kddold gének fokozott expresszidjaval tarsul (11. abra). Az eredmények
egyuttesen arra utalnak, hogy a DmUsp5 f6 funkcidja a szabad monoubikvitin-készlet, az
ubikvitin egyensuly fenntartasa Drosophildban. Abban az esetben, ha sérul a funkcidja, ennek
a limitélt készletnek a kimer(lése az ubikvitin homeosztazis felborulasahoz vezet.

A DmUsp5 mutansok masik szembe6tld tulajdonsaga, hogy imaginalis szdveteikben
abnormalisan magas az apoptotikus sejtek szdma. Menekitési Kisérleteink eredményei arra
utalnak, hogy a mutansok kés6 larva letalitdsaért az apoptdzis indukcidja felel6s, ami
kdzvetlenil kothetd a monoubikvitin-készlet kimeriiléséhez. Az apoptdzis egyike az
ubikvitin-fligg6é folyamatoknak, amely elsésorban a DIAPL és az irdnyitott fehérje lebontas
negativ szabalyozasa alatt all Drosophilaban. A DIAP1 a sejtek tulélését biztositja ugy, hogy
az E3 ubikvitin-ligaz aktivitasaval alacsony szinten tartja a kaszpazok és a proapoptotikus
IAP antagonistak mennyiségét, stabilitdsat. A fentiekbdl az kdvetkezik, hogy az ubikvitilacio
szllkséges a DIAP1 antiapoptotikus aktivitasahoz és valdszinilnek tdnik, hogy az ubikvitin
hiany ©6nmagdban vagy az abnormalisan magas poliubikvitinnekkel és a gatolt
fehérjelebontassal egyutt egy olyan szignalt generdl, amely a pro-apoptotikus
mechanizmusokat aktivalja és a DmUsp5 mutansok apoptotikus fenotipusat eredményezi. Ezt
a feltételezést tamasztja ald a p53 és az RHG gének egy részének megemelkedett expresszidja.
Habér az apoptdzis aktivaciojanak pontos mechanizmusat nem tisztaztuk, azt gondoljuk, hogy
DmUsp5 mutansokban az apoptotikus szignalnak id6ben az RHG gének transzkripcios
aktivalasa el6tt kell keletkeznie. Ismert, hogy a proteaszoma gatlasa szintén a monoubikvitin
készlet kimertlésével és apoptozissal jar. Megfigyelték, hogy a monoubikvitin készlet
Kimerilésekor a féként sejtmagi lokalizaciot mutatdé konjugalt ubikvitinek a citoplazmaba
vandorolnak. A valtozas egyutt jar az ubikvitilalt H2A mennyiségének csokkenésével, amely
kromatin atrendezédéseket is eredményez (Dantuma és mtsai, 2006). Azt feltételezik, hogy
az ubikvitinek mobilizalasa a hisztonokrdl és sejten beliili lokalizaciéjanak megvaltozasa
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annak a kovetkezménye, hogy az egyes folyamatok versengenek a limitdlt mennyiség(
monoubikvitinért (16. abra). Vagyis a szabad ubikvitinek megfelel6 koncentracidjanak
biztositasa els6dleges fontossagu a sejt szamara.

fehérjelebontas

hiszton médositas - |

apoptdzis 3 @&
tb. +E2¥E LB
s y———> @ ‘Ub‘

DUB-OK[

ubikvitin gének

16. dbra. A sejt ubikvitin korforgadsanak modellje. A teljes ubikvitin-készlet korulbelil egyharmada szabad
ubikvitin monomer, kétharmada pedig ko6tott formaban van. Az arany fenntartdsaban az ellentétes irdnyban hato
ubikvitilacié (E1+E2+E3) és a dezubikvitilacio jatszik szerepet. A limitalt mennyiségli monoubikvitin készletet a
DUB-ok tartjak fenn az ubikvitin szintézis és Ujrahasznositas révén. A kiilénbdz6 ubikvitilacioval szabalyozott
folyamatok (lilaval) versengenek a korlatozott mennyiség( ubikvitinért.

Ismert, hogy a hiszton ubikvitilacio jelent6s hatdssal van a génexpressziora
(Mimnaugh és mtsai, 1997), illetve a H2A ubikvitil&cié a Polycombok altal szabalyozott
gének represszidjahoz vezet (Wang és mtsai, 2004). Feltételezhetjik, hogy az ubikvitin-
készlet tartds kimerilése proteaszOma gatlas, vagy DmUsp5 hidny esetén olyan valtozasokat
idéz el6 a kromatin szerkezetében, amely az RHG gének megemelkedett expresszidjahoz
vezet. A korlatozott mennyiség(i szabad ubikvitin az, ami a szabalyozott fehérjelebontést
Osszekapcsolja az egyedfejl6déssel és az apoptdzissal, azaltal hogy ezeket az ubikvitilacidval
szabalyozott folyamatokat egymastol kdlcsdndsen fuggéveé teszi. A DmUsp5 funkciovesztéses
mutansokban tapasztalt pleiotrop hatasok 0Osszessége arra utal, hogy az DmUsp5-nek
Kitlntetett szerepe van a szabad monoubikvitin készlet szabalyozéaséaban.

Mikozben dolgozatomat készitettem, megjelent egy kodzlemény Wang és
munkatarsainak munkajarél (Wang és mtsai, 2014). Wang és munkatarsai szintén a CG12082
gén szerepét vizsgaltdk a Drosophila egyedfejlédésében. Szerkezeti hasonldsag alapjan 6k is
megallapitottdk, hogy a CG12082 az USP5 Drosophila ortologjat kdédolja. A szerkezeti
hasonldsagot mi is megallapitottuk, raadasul heterolég menekitési kisérlettel a funkcionalis
homoldgiat is bizonyitottuk. Wang és munkatarsai egy delécios és két aminosav
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szubsztitliciés mutans vizsgalataval bizonyitottak, hogy a DmUsp5 funkcidja sziikséges az
allatok egyedfejlédeséhez. Megallapitottak, hogy a DmUsp5 null mutans harmadik stadiumos
larvaként pusztul el. A DmUsp5 génre mi is el6allitottunk null mutansokat a genbe
inszertalodott P elemek remobilizaciojaval. A DmUsp5 deléciés mutansokrol megallapitottuk,
hogy vandorl6 harmadik staddiumos larvaként pusztulnak el. Mivel Wang és munkatarsai nem
kdzolnek tobb részletet a DmUsp5 null mutans letalfazisarol, nem tudjuk, hogy az 6 esetiikben
a harmadik stadiumos larvak elérték-e vandorl6 stadiumot. Folottébb kulénds, hogy Wang és
munkatarsai egy olyan P elemet hasznaltak a delécids null allél el6allitdsahoz, amely a
szomszédos BtbVII génben talalhaté és a képz6dott deléci6 a DmUsp5 start kodjan kivil a
BtbVII 5 nem kddolo régidjanak csaknem felét is eltavolitja. Ugyanakkor a DmUsp5
traszgénikus termeltetésével menekiteni tudtak a DmUsp5 deléciés mutans fenotipusat, igy
bizonyitottdk, hogy a muténs fenotipust valéban a DmUsp5 hidnya okozza. Wang és
munkatarsai western blottal kimutattak, hogy a DmUsp5 muténsban felhalmozddnak a szabad
és a kotott poliubikvitin lancok. A mi kisérleteink is igazoltdk a szabad és kotott
poliubikvitinek akkumuléciéjat. Velink ellentétben, Wang és munkatarsai vizsgaltdk a
felhalmozdd poliubikvitin lancok tipusat is. Megallapitottak, hogy a DmUsp5 hianyaban a
K48 tipust poliubikvitin lancok halmozddnak fel. A K48 poliubikvitinek jellemz&en a
proteaszomalis degradacidban jatszanak szerepet. Wang és munkatarsai kimutattak, hogy a
DmUsp5 mutansokban tulexpresszalédnak a proteaszoma alegységei, és a proteaszomalis
fehérjelebontas gatolt. A mi RT-PCR adataink is azt mutattak, hogy a DmUsp5 hidnyaban
megemelkedik egyes proteaszéma alegységek génjeinek expresszibja. A proteaszomalis
lebontds gatasat kozvetlen modon mi nem vizsgaltuk. Vellink ellentétben Wang és
munkatarsai nem vizsgaltak a DmUsp5 hianyéaban fellép6 ubikvitin stressz lehet6ségét. Mi a
DmUsp5 mutansokban kimutattuk a DmUspl4 megemelkedett expresszidjat és a fokozott
cikloheximid érzékenységet, amelyek igazoljak az ubikvitin stresszet. A cikloheximid etetési
Kisérlettel kideritettik, hogy a fokozott ubikvitin hiany esetén a DmUsp5 delécié haplo-
elégtelen természetli. A DmUsp5 mutaciok haplo-elégtelen természete Wang és munkatarsai
munkajabdl nem derul ki. Wang és munkatarsai nem vizsgéltdk a DmUsp5 mutéansok
egyedfejl6dési defektusa mogott allo fizioldgiai elvaltozasokat. Fan és munkatarsai
kdzleményére (Fan X és mtsai, 2014) hivatkozva, Wang és munkatarsai azt feltételezik, hogy
a fejlédési defektusok hatterében a fokozott apoptdzis all. Fan és munkatarsai csak a larvalis
szemdiszkuszra vonatkozOan kozoltek adatokat, nem bizonyitjak, hogy a tdbbi larvalis
imagdkorongban is apoptdzis térténik. Mi a DmUsp5 muténsok lab imagokorongjaban, illetve
a larvalis agyban is kimutattuk a nagymérték(i apoptdzist. Eredményeink alapjan biztosan
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allithaté, hogy a DmUsp5 mutansok vandorlé harmadik stddiumos larvaletalitasaért az
imagokorongok apoptotikus pusztulasa felelgs. Osszességében megallapithatjuk, hogy Wang
és munkatarsainak kdzleménye, valamint a mi munkank szdmos ponton alatdmasztja, illetve
kdlcsondsen kiegesziti egymast. A két cikk egylttesen hozzajarul ahhoz, hogy minél teljesebb
képet kapjunk a DmUsp5 mikddésérdl Drosophilaban.

Munkank soran meglepddve tapasztaltuk, hogy a vadtipusi DmUsp5 er6s ektopikus
tultermeltetése gatolta a proteaszomalis fehérjedegradaciot és az egyedfejlédést. A taltermelés
mértéke fliggott a genomi kornyezettl és a nevelési hdmeérséklettl (5. tablazat). Ha a
tultermelést da-GAL4 driverrel indukaltuk kilonb6zd hémérsékleteken, akkor a tomorité
gélben rekedt ubikvitilalt aggregatum mennyisége novekedett a hémérseklet emelkedésével
(IV. melléklet), ami forditottan aranyos volt a letalfazis eltolodasaval: az erdsebb expresszio
korabbi letalitashoz vezetett. A nagy molekulasulyu ubikvitilalt formaknak az elektroforetikus
mobilitdsa hasonld volt ahhoz, amit a gyengén oldhatd fehérje aggregatumoknal, példaul az
alfa-szinukleinnél vagy a Huntingtinnél tapasztaltak (Junn és mtsai, 2003; Hipp és mtsai,
2012). A jelenség egy lehetséges magyarazata, hogy a nagy mennyiségben, ektopikusan
expresszalt DmUsp5 talterheli a  fehérjék  megfelel6  feltekeredeseét  biztosito
mechanizmusokat, ami hibas térszerkezet(i fehérjéket eredményez. A rosszul tekeredett
fehérjék hajlamosak az aggregaciora (Ecroyd és Carver, 2008). A hibas szerkezet(i fehérjék
degradativ célbdl ubikvitilalédnak. Az azonban ismert, hogy az aggregaciéra hajlamos
fehérjék veszélyes proteaszOma szubsztratok, mivel aggregalddott fehérjék gatoljak a
proteaszOma aktivitasat (Bence és mtsai, 2001; Snyder és mtsai, 2003). A gatlas pontos
mechanizmusa nem ismert, de azt feltételezik, hogy a proteaszomak ugyan megkétik az
aggregalodott fehérjéket, de sem lebontani sem elengedni nem tudjak, ,.eltomddnek” (Bence
és mtsai, 2001). Mas proteaszdmagatldé hatdshoz hasonlban, az ,.eltémddés” is az ubikvitin
homeosztazis felborulasahoz vezet, amely magyarazza a DmUsp5 erds tultermelésének letalis
fenotipusat.

Szamos human neurodegenerativ betegség az ubikvitilaciés folyamatok zavaraval és a
poliubikvitilalt aggregadtumok felhalmozddasaval jar (Atkin és Paulson, 2014). Egyik
poliubikvitilalt fehérjeaggregatumok felhalmozodésaval jard neurodegenerativ betegseg a
Huntington kor. A Huntington kdr az un. triplett-expanzids betegségek egyike. A huntingtin
génben a CAG (glutamin) kodok szama megndvekszik, és a Huntington fehérje poliglutamin
doménjének hosszabbodasahoz vezet (Myers és mtsai, 1993). A kéros allapot kialakulasanak
feltétele az, hogy a glutamin ismétl6dések szama 38 folé emelkedjen (Chong és mtsai, 1997).
Az ismétlddések magas szama a toxikos fehérje termel6déséhez vezet. Mivel a gén egyetlen,
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38 folotti triplett-expanzids példanyardl is elegendd, betegséget okozd toxikus fehérje
termelédik, a Huntington kér dominans oOrokletes betegség. A rendellenesen magas
poliglutamin ismétl6déseket hordoz6 Huntingtin aggregadtumokat képez, amely a neuronok
pusztulasat okozza, és a Huntington kor tiineteinek megjelenéséhez vezet. A Huntington kor
tinetei a mentalis hanyatlas, a hangulatingadozas, a mozgaskoordinaci6 sulyos zavara, és a
fékezhetetlen rohamokban bekovetkezé rangat6zas (Walker, 2007). A gdrcsds rangatdzasok
miatt a Huntington kort magyarul meég vitustdncnak is nevezik. A betegséget
hisztopatologiailag a stridlis és kortikalis neuronok degeneracidja jellemzi. Ezekben a
neuronokban a Huntingtin-aggregadtumok vannak (DiFiglia és mtsai, 1997). Kimutattak, hogy
az aggregalodott Huntingtin nagymértékben poliubikvitilalt. A nagymeérték( poliubikvitilacio
az ubikvitin-proteaszoma rendszer hibajara utal. Feltételezik, hogy a Kiterjedt poliglutamin
domént hordozd, ubikvitildlt Huntingtint a proteaszoma nem képes lebontani, igy az
ubikvitilalt Huntingtin akkumulalédik. Az akkumulalédott Huntingtin a proteaszémahoz
kototten marad. A poliglutamin-aggregatumokban az ubikvitin-proteaszéma rendszer szamos
komponense kimutathatd, magukat a proteaszomaékat is beleértve (Suhr és mtsai, 2001). A
proteaszOméak géatlasa és kivondsa a rendszerb6l proteaszOma stresszt okoz és tovabbi
poliubikvitilalt fehérjéek akkumulalodasahoz vezet. Amint a mi munka&nk is igazolta, a
poliubikvitilalt fehérjék akkumulalédasa az ubikvitin készlet kimerlléséhez és az ubikvitin
homesztéazis felboruldsdhoz vezet. Elképzelhet6, hogy a Huntington kdérban is az ubikvitin
egyensuly megbomlasa okozza a neuronok pusztulasat. Ismert, hogy a neuronok pusztulasa
ebben a betegségben is az apoptdzis indukci6ja miatt kdvetkezik be (Hickey és Chesselet,
2003). A Huntington kdrnak a muslica modelljét is elkészitették (Krench és Littleton, 2013).
A Drosophila szemben termeltetett toxikus Huntingtin csokevényes szemfenotipushoz vezet.
A csokevényes szemfenotipus az apoptdzisra utal, és hasonlot tapasztaltunk mi is a DmUsp5
szemben tortén6 csendesitésekor. Feltételezhetjiik, hogy a Huntington kor és maés triplett-
expanziés neurodegenerativ betegségek végsé soron az ubikvitin homeosztazis zavara miatt
vezetnek apoptdzishoz. Az ubikvitin homeosztézis zavaranak tanulmanyozasa példaul a
DmUsp5 mutansokban vagy a DmUsp5-6t erdssen tultermeld muslicakban kézelebb vihet
akar a Huntington kér alaposabb megértéséhez is. Felmeril a kérdés, hogy milyen szerepe
lehet a dezubikvitilaldé enzimeknek a Huntington koérban? Eddig csak egy DUB-ot, az
UCHL1-et hoztak kapcsolatba a Huntigton korral, de szerepe itt még nem tisztazott (Xu E és
mtsai, 2009). Az Drosophila DUB-0k azonositasaval és el6zetes jellemzésével egy olyan
eszkdztar kerllt a kezunkben, amelynek segitségével hatékonyan vizsgalhatjuk a DUB-ok

szerepét a Huntington koérban, ecetmuslica modellen.
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OSSZEFOGLALO

Az ubikvitilacid sordn egy enzimkaszkdd ubikvitin molekuldkat helyez a
célfehérjékre. Ez a posztszintetikus kovalens moédositas a szubsztratfehérje lebontasahoz
vezet, enzimek aktivitasat befolyasolja, vagy fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakulasat
segiti. A folyamat jelent6ségét mutatja, hogy toébb sejten beliili mechanizmus is szigorGan
szabalyozott az ubikvitilacio altal. llyen folyamatok példaul a transzkripcidé szabalyozésa a
hisztonok ubikvitilaciojan keresztiil, az iranyitott fehérjelebontds, a sejtosztédas és a
programozott sejthalal, vagy apoptozis szabalyozasa.

Tobb méas fehérjemddositasi folyamathoz hasonléan az ubikvitilacidnak is van
ellentétes irdnyba hatd parja, a dezubikvitilacio. Ezt a folyamatot az protedzok osztalyaba
tartozd dezubikvitilalo enzimek, vagy DUB-ok katalizaljgdk. A DUB-ok eltavolitjak az
ubikvitineket a szubsztratfehérjékrél, részt vesznek a fehérjelebontas utédn visszamarado
ubikvitinek Gjrahasznositasaban, illetve nélkilozhetetlenek az ubikvitin szintézishez, az
ujonnan keletkezd fuzionalt ubikvitineket szabdaljdk monomerekre. Annak ellenére, hogy
biokémiai szempontbél DUB-okrél sok minden ismert, konkrét fiziol6giai folyamatokban
jatszott szerepiik kevésheé tisztazott. Munkank soran célul tlztik ki, hogy egy soksejtd, intakt
eukariota modellorganizmusban, a Drosophila melanogasterben azonositjuk és genetikailag
jellemezzik a DUB-okat. Dolgozatomban errél a munkarol szdmolok be, valamit egy olyan
DUB-rél, amelynek részletes jellemzését genetikai, citoldgiai és modszerekkel is elvégeztem.

Munkéank a Drosophila dezubikvitilald enzimek bioinformatikai mddszerekkel
torténd azonositasaval kezd6dott. Ehhez ismert éleszté és huméan DUB-ok aminosav
szekvencidit hasznaltuk fel. A Drosophila ortolégok azonositasat megkonnyitette, hogy a
konzervalt katalitikus doméneken kivil egyes DUB-ok més funkcionalis doméneket is
tartalmaznak. A bioinformatikai elemzés soran 58 ismert huméan és 21 ismert éleszt6 DUB
szekvencija alapjan 45 potencialis Drosophila dezubikvitilalé enzimet azonositottunk. Ugy
véljik, hogy a DUB-ok szerkezetér6l rendelkezésre all6 mai ismereteink alapjan az ¢sszes
Drosophila DUB-ot azonositottuk.

A Drosophila DUB gének azonositasat kdvet6en azok el6zetes genetikai jellemzesét
végeztik el. Ehhez a munk&hoz 87 transzgénikus RNS interferencia és 45 P elem illetve
deléciés muténst szereztlink be torzskdzpontokbdl, vagy Allitottunk el laborunkban. A
géncsendesitett és null mutans allatok egyedfejlédését nyomon kdvetve megallapitottuk, hogy

a dezubikvitilalé enzimek kozuk 27 esszencidlis, hianyukban az &llatok elpusztulnak, vagy
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sterilek lesznek. Ezt kdvet6en arra voltunk kivancsiak, hogy a DUB-ok hogyan hatnak olyan
fiziologiai folyamatokra, amelyekrél ismert, hogy az ubikvitilacié szabalyozza. Az egyik
ilyen folyamat a programozott sejthalél, vagy apoptozis. Az apoptozis vizsgélatdnak egyik
népszer( eszkdze a Drosophila szem, mivel hidnyaban az &llat életképes és a morfoldgiai
elvaltozasok a szemben jol megfigyelhetéek. A Drosophila genetika eszkdztara lehet6vé teszi,
hogy a géncsendesitést szervspecifikusan, csak a szemben indukaljuk. Transzgénikus RNS
interferencias torzsek segitségével az 6sszes DUB génre kiterjed6 szemspecifikus csendesitést
végeztiink. Hét esetben tapasztaltunk kilonb6zd merték( csokevenyes elvaltozast a szem
szemhiényos fenotipust kaptunk. Ezek a fenotipusok arra utalnak, hogy az adott DUB-ok
hianya apoptdzishoz vezet. Az apoptotikus fenotipusra torténd szdrést kovetéen, a CG12082
gént valasztottuk ki részletesebb jellemzésre, mivel mutacidja érdekes apoptotikus fenotipust
eredményezett, de a gén fizioldgiai szerepe még ismeretlen volt.

A CG12082 gén részletes genetikai analiziséhez P elemek nem preciz kiugratasaval
két delécios muténst allitottunk el6. Mindkét mutacio teljes mértékben megsziintette a gén
funkciojat, es késbi larvaletalitast okozott. A vadtipusi CG12082 szekvencia mersékelt
tultermeltetése menekitette a mutansok letalis fenotipusat, igazolva, hogy valéban ennek a
génnek a hianya vezet az allatok pusztulasahoz. A mutans larvak agyabol készil orceinnel
festett mikroszkopi prepardtumokon a kis, lekerekitett, pyknotikus sejtek szdmanak kdzel
Otszorés megemelkedesét tapasztaltuk. Ezek a morfologiai jellegek az apoptétikus sejtekre
jellemz6. A muténsokban tapasztalhatd nagymértékid sejthalalt akridin-narancs festéssel és
kaszpaz-3 elleni immunfestessel is igazoltuk. Génexpresszios vizsgalatokkal megéallapitottuk,
hogy a mutansokban nagymértékben megemelkedik a p53, a rpr és a hid proapoptdtikus
szabalyozofehérjek expresszidja. Ezeknek a géneknek az aktivalodasa arra utal, hogy a
DIAP1 apoptozist gatldé fehérje inaktivalodik, ami kaszpazok felszabaduldsat, az apoptozis
indukciojat eredményezi. A DIAPL inaktivdlodasara kozvetve utal az is, hogy a
muténsainkban transzgenikusan tultermeltetett a DIAP1 részlegesen menekitette a mutansok
letalis és apoptotikus fenotipusat.

Annak megallapitasara, hogy ez az apopt6zisban érintett gén milyen DUB-ot kodol, a
bioinformatika eszkoztarat vetettink be. Elesztd, Drosophila és human DUB-ok aminosav
sorrendjeinek 6sszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy a CG12082 gén az éleszt6 Ubpl4 és
a human USP5 fehérjék Drosophila ortologjat kodolja. A szerkezeti hasonldsagon tilmenden
heterolog menekitési kiserletet végeztiink. Azt tapasztaltuk, hogy a CG12082 szekvencia

képes menekiteni az élesztd uspl4A mutans kanavanin érzékeny fenotipusat, amely a
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strukturalis hasonlésagon tul a funkcionalis homoldgiat is igazolta. Ismert, hogy a human
USP5 is menekiti ezt az élesztd mutanst, ami a fehérje evollcids konzervaltsagat bizonyitja.
Ezeknek az eredményeknek az ismeretében a vizsgalt gént és termékét DmUsp5-nek neveztik
el.

Az altalunk vizsgalt fehérje éleszt6 és human ortoldgjairdl ismert, hogy a
proteaszomalis fehérjelebontas utan visszamaradt szabad poliubikvitin lancokat monomerekre
hasitjak, ezaltal az ubikvitin Ujrahasznositdsban jatszanak szerepet. Munkank soran
Kimutattuk, hogy DmUsp5 mutansokban akkumulalédnak a szabad és kotott poliubikvitinek.
Ez a fenotipus arra utal, hogy a DmUsp5-nek az ubikvitinek Gjrahasznositasdban van szerepe
Drosophildban. Poliubikvitinek akkumulaciojaval parhuzamosan a szabad monoubikvitinek
mennyiségének csokkeneését mértik. Ennek az lehet a magyarazata, hogy az ubikvitin
monomerek konjugalt formaban lekdtve maradnak, és a hozzaférhetd ubikvitin-készlet pétlasa
nehézkesebb a DmUsp5 mutansokban.

Eleszt6ben ismert, hogy az ubikvitin-készlet kimeriilése ubikvitin stresszhez vezet,
amelyre egy masik DUB gén, az Uspl4 megemelkedett expresszidja jellemz6. Munkank
soran szekvencia-hasonldsag alapjan azonositottuk az Uspl4 Drosophila ortoldgjat és
DmUspl4-nek neveztilk el. Génexpresszids vizsgélattal megéllapitottuk, hogy a DmUspl4
expresszidja nagymértékben megemelkedik a DmUsp5 hianyaban. Ezzel el6szor
szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy az ubikvitin stressz soksejtes szervezetekben is
el6fordul és a DmUsp5 hianya ennek a folyamatnak az aktivaldsdhoz vezet. Ismert, hogy a
monoubikvitin-készlet kimeriilése kilondsen érzékennyé teszi a sejteket kilénbdzé
vegylletekkel, példaul a cikloheximid transzlaciot gatld szerrel szemben. A DmUsp5
érzékennye teszi az allatokat a cikloheximiddel szemben. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az DmUsp5 nélkildzhetetlen az ubikvitin homeosztazis fenntartasaban, funkciéjanak
Kiesése ubikvitin hianyhoz vezet. A proteaszoma alegységek expressziojanak megemelkedését
is kimutattuk, amely az ubikvitin haztartas felborulasabdl fakadd proteaszoma stresszt jelzi.

Eredményeinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy munkénk kezdetén 45 DUB gént
azonositottunk Drosophildban, amelyeknek tobb mint fele nélkuldzhetetlen az allatok
egyedfejl6déséhez. Az esszencialis gének kozil hétnek a hianya abnormalisan magas
apoptozishoz vezet. Ezek kozil az egyik az evoluciésan konzervalodott DmUsp5, amely az
ubikvitinek Ujrahasznositasa révén nélkilozhetetlen a sejt szabad ubikvitin készletének a
fenntartasdhoz. Hidnyaban a sejt ubikvitin egyensulya felborul és jelent6s mértéki ubikvitin
stressz Iép fel. A sejt szabad monoubikvitin-készlete normal kérilmények kozott is limitalt, a
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kilonboz6 ubikvitildcioval szabalyozott folyamatok versengenek érte. A korlatozott
mennyiségl szabad ubikvitin az, ami a szabalyozott fehérjelebontast Gsszekapcsolja az
egyedfejl6déssel és az apoptdzissal, azéltal, hogy egymastol kdlcsdondsen fliggbvé teszi. A
DmUsp5 funkcidvesztéses mutansokban tapasztalt pleiotrop hatadsok 0sszessége arra utal,
hogy az apoptotikus folyamatok indukcidja az ubikvitin egyensuly felboruldsdnak

kdvetkezménye.
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SUMMARY

Ubiquitin is a small regulatory protein which is used for posttranslational modification
of proteins in a reversible process called ubiquitylation. An enzyme cascade catalyzes the
attachment of ubiquitins to target proteins. This covalent modification targets proteins to
proteasomal degradation, changes enzymatic activities, or facilitates protein-protein
interactions. The importance of this process is highlighted by the fact that many intracellular
physiological mechanisms are ubiquitin-dependent. These mechanisms include regulation of
transcription by histone ubiquitylation, targeted protein degradation, regulation of cell cycle
and programmed cell death.

Similarly to other processes in the cell, ubiquitylation also has its opposite reaction,
called deubiquitylation. This process is mediated by certain proteases which are named
deubiquitylating enzymes, or shortly DUBs. Many DUBs remove ubiquitins from
ubiquitylated substrates and some of them are involved in recycling ubiquitins after
proteasomal protein degradation. DUBs are also indispensable for ubiquitin synthesis, since
some of them process newly synthetized ubiquitin fusions into ubiquitin monomers. Although
DUBs are widely characterized from biochemical aspects in yeast and human cell lines, their
physiological importance especially in multicellular organisms is poorly understood. The aim
of our work was to identify and genetically characterize DUBs in an intact multicellular
model organism, Drosophila melanogaster. My thesis is based on the results of this work, and
in addition, it presents a detailed genetic, cytological and biochemical characterization of one
of DUB genes which showed an interesting phenotype.

At the beginning of our work, we identified potential Drosophila DUB genes by using
bioinformatic approaches. We used known yeast and human DUB sequences for homology
searches and comparisons. The identification of Drosophila orthologues was facilitated by the
fact that in addition to conserved catalytic domains, many DUBs contain other characteristic
functional domains as well. Based on 95 human and 21 yeast DUB sequences we identified
45 potential DUB encoding genes in Drosophila. According to our knowledge on DUB
enzyme families, we presume that this number corresponds to the total number of DUBs in
Drosophila.

The identification of Drosophila DUBs was followed by their preliminary genetic
characterization using 87 transgenic RNA interference lines and 45 P element insertion or

deletion mutants, to investigate the loss of function phenotypes. When silenced or knocked
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out, 27 DUB mutations resulted in lethality or sterility indicating that these DUBs are
essential for Drosophila development. Furthermore, we were curious how these genes affect
those physiological processes which were implicated as being ubiquitin-mediated. One of
these processes is programmed cell death or apoptosis, which can be easily studied in the
developing Drosophila eye. The Drosophila genetics toolbox provides opportunities to induce
eye specific gene silencing. In seven cases we found rough and abnormally reduced eye
morphology with different severities. These phenotypes indicated that loss of these DUBs led
to apoptosis. Following the screen for apoptotic phenotypes, we undertook a detailed
characterization of one of the DUB genes with an interesting apoptotic phenotype. This gene
was previously uncharacterized, and denoted only as CG12082.

In order to make a detailed genetic characterization, we generated two deletion
mutants for CG12082 by P element remobilization. Both mutations eliminated gene function
and led to late larval lethality. The lethal phenotype could be rescued by moderate
overexpression of wild type CG12082. Orcein stained microscopic preparations of larval
neuroblasts revealed high incidence of small, rounded, pycnotic cells in CG12082 mutants.
These cells correspond to apoptotic cells and their number increased fivefold in mutants
compared to wild type brains. The apoptotic phenotype was further supported by acridine
orange staining and anti-caspase-3 immunostaining of larval brain and imaginal discs. Gene
expression studies revealed an increased expression of the proapoptotic p53, rpr and hid
genes. Although we could not detect DIAP1 level directly, we observed a partial rescue of the
apoptotic phenotype in CG12082 mutants upon transgenic overexpression of DIAPL. This
indirectly proves that DIAP1 downregulation may stand behind the observed apoptosis.

We used bioinformatic approaches to identify which type of DUB is encoded by
CG12082. Sequence comparisons of yeast, Drosophila and human proteins revealed that
CG12082 encodes a protein similar to yeast Ubp14 and human USP5. In addition to structural
homology, we performed a heterologous complementation assay to investigate functional
homology. It turned out that expression of the CG12082 gene product could rescue the
canavanine sensitive phenotype of the yeast ubp14A mutant. It was previously reported that
human USP5 also rescues this yeast mutant. These results suggest that the gene product of
CG12082 is a functional ortholog of the deubiquitylating enzyme Ubp14/USP5 in Drosophila,
we therefore renamed it DmUsp5.

Earlier studies have shown that the main substrates of the human USP5 are free
polyubiquitin chains liberated from proteasome-bound polyubiquitylated proteins. In line with
this, the loss of USP5 in yeast and in a human cell lines led to the accumulation of free
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polyubiquitin chains. We used Western blot analysis to detect possible changes of
polyubiquitin level in DmUsp5 mutant. Null alleles of DmUsp5 caused accumulation of free
and protein bound polyubiquitin chains demonstrating the role of DmUsp5 in ubiquitin
recycling. In line with polyubiquitin accumulation we measured a reduction of free
monoubiquitin level. The reason of this might be that a significant proportion of the ubiquitin
trapped in free polyubiquitins and polyubiquitylated proteins and the replenishment of the free
ubiquitin pool is hampered in DmUsp5 mutants.

Yeast studies revealed a phenomenon called ubiquitin stress which is activated upon
monoubiquitin depletion and it is accompanied by overexpression of a DUB called Usp14. In
our studies we identified the Drosophila ortholog of this protein by sequence similarity and
we named it DmUsp14. Gene expression studies demonstrated an increased expression of this
DUB in DmUsp5 mutants. This was the first evidence for the presence of ubiquitin stress in a
multicellular organism and suggested the activation of this mechanism when DmUsp5
function is abolished. Another distinctive feature of ubiquitin stress is an increased sensitivity
to different chemicals, including translational inhibitors such as cycloheximide.
Cycloheximide treatments indicated that even the loss of one copy of the DmUsp5 gene
dramatically sensitized animals to cycloheximide. These results demonstrate an indispensable
role of DmUsp5 in the maintenance of ubiquitin homeostasis. In addition to this, we found an
increased expression of proteasome subunits in DmUsp5 mutants indicating the induction of
the proteasome stress as well, caused by the disturbed ubiquitin homeostasis.

Summarizing my thesis, | described the identification of Drosophila genes encoding
deubiquitylating enzymes. A preliminary characterization of these genes revealed that more
than half of them are essential for Drosophila development. Loss of seven of these essential
DUBs led to increased incidence of apoptosis. One of them is the evolutionary conserved
DmUsp5 which is implicated in ubiquitin recycling thus contributes to the maintenance of
free ubiquitin pool. In the absence of this protein, the ubiquitin equilibrium of the cell
disturbed and an ubiquitin stress occurs. The free monoubiquitin level is limited even at
normal cellular conditions and different ubiquitin-dependent processes are competing for that.
This limited pool of free monoubiquitins links protein degradation to apoptosis and to
development by making these ubiquitin-dependent processes mutually interdependent. The
different pleiotropic effects observed in DmUsp5 loss-of-function mutants indicate that
apoptosis induction in these animals is caused by disturbance in ubiquitin equilibrium.
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MELLEKLETEK

I. melléklet A Drosophila dezubikvitilalé enzimek és ortologjaik doménszerkezete

A fels6 sorban a Drosophila fehérje (Dm) szerkezete, alatta pedig a huméan (Hs), illetve, ha
van, az élesztd (Sc) ortolog doménszerkezte. A piros szdmok azt jel6lik, hogy a human és
élesztd fehérjék adott doménjei héany szazalékban hasonlitanak a Drosophila fehérje
doménjeihez. Az é&tlagos hasonlésag a fehérjék teljes hosszdban mért hasonlosédgra
vonatkozik.
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I1. melléklet A DmUsp5 aminosavszekvencidjanak dsszehasonlitdsa a human USP5 és az
éleszt6 Ubpl4 szekvencijaval. Pirossal az azonos, sargaval a hasonlé jellegl aminosavak
vannak jelélve. Zold kerettel az Ubp tipusd cink-ujj domén (ZnF-UBP), kék kerettel pedig az
ubikvitinnel asszocialo domének (UBA) vannak kiemelve. Csillagok jeldlik a katalitikus
cisztein és hisztidin poziciojat.
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I11. melléklet A DmUspl14 aminosavszekvenciajanak 6sszehasonlitdsa a huméan USP14 és
az éleszté Ubpb6 szekvenciajaval. Pirossal az azonos, sargaval a hasonl6 jellegli aminosavak
vannak jeldlve. Lila kerettel az ubikvitin szeri domén (UBL) van kiemelve. Csillagok jelélik
a katalitikus cisztein és hisztidin poziciojat.
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IV. melléklet A DmUsp5 transzgénikus taltermeltetése nagymolekulasulya ubikvitilalt
formak hdémeérsékletfiiggé felhalmozddasahoz vezet. A jelzett hémérsékleteken nevelt
DmUsp5 taltermeld vandorlo larvakbdl fehérjeextraktumot készitettiink. A mintékat 8% SDS-
PAGE gélen futattuk és PVDF membranra blottoltuk. Ezt kdvet6en poliklonalis anti-ubikvitin
ellenanyaggal immunfestést végeztink.
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V. melléklet A DmUsp5 jellemzéséhez felhasznalt Drosophila térzsek és genetikai
markerek jellemz6i, egyszerdsitett genotipusa

Act5C-GAL4: olyan muslica driverttzs, amelyben az élesztébdl szarmazé GAL4
transzkripcios iniciator fehérje termelédését a Drosophila Actin5C gén szabalyoz6
régioja irdnyitja. Az ivarvonal kivételével miden sejtben lehet6vé teszi az UAS
enhanszerrel rendelkezd transzgének kifejez6dését.

CG12082%: a P{EPgy2}EY20760 elem remobilizacitjaval eléallitott delécids mutéans allél. A
delécio funkcionalis null allélt eredményez. Ezt az allélt a dolgozat Eredmények
fejezetének 6. alfejezete utdn DmUsp5'-ként jels1om.

CG12082% a P{EPgy2}EY23569 elem remobilizacitjaval eléallitott delécids mutéans allél. A
delécio funkcionalis null allélt eredményez. Ezt az allélt a dolgozat Eredmények
fejezetének 6. alfejezete utdn DmUsp5-ként jels1om.

CG120825Y2°7%0: 3 hloomingtoni torzskdzponbdl szarmazé P elem inszerciés mutans. A
P{EPgy2}EY20760 elem a CG12082 gén 3’ kodolo régidjaba van beéplilve.

CG120825Y%°%: 3 bloomingtoni torzskdzponb6l szarmazé P elem inszerciés mutans. A
P{EPgy2}EY23569 elem a CG12082 gén 5’ nem kddold régidjaba van beépilve.

CG120827F%21%3: 3 hloomingtoni térzskézponbol szarmazé transzgénikus RNS interferencia
vonal, amelynek indukcidjaval a CG12082 gén csendesithetd.

CG12082N!1C12082R2: 4 japan Nemzeti Genetikai Intézet torzskdzponjab6l (NIG-Fly) szarmaz6
szarmazd transzgénikus RNS interferencia vonal, amelynek indukcidjaval csendesithetd
a CG12082 gén.

CG12082"17°°": a bécsi torzskozponbdl (VDRC) szarmazé transzgénikus RNS interferencia
vonal, amelynek indukcidjaval csendesithet6 a CG12082 gén.

CyO, actGFP: balanszer kromoszéma, a 2. kromoszdémat balanszirozza. Tébb inverzié
talalhatd benne, ezéltal gatolja a rekombinéciét. Cy (Curly — kunkori szarny) dominans
markermutaciot hordoz, illetve GFP-t expresszal, ezaltal lehetdve teszi, hogy
fluoreszcens mikroszkdppal barmelyik fejlédési stadiumban azonosithassuk a balanszert
hordozo allatokat.

CyO: balanszer kromoszoma, a 2. kromoszomat balanszirozza. T6bb inverzio talalhat6 benne,
ezaltal gatolja a rekombinaciot. Cy (Curly — kunkori szarny) dominans markermutaciot
hordoz.

da-GALA4: olyan muslica drivertozs, amelyben az éleszt6b6l szarmazé GALA4 transzkripcios
iniciator fehérje termel6dését a Drosophila daughterless gén szabalyoz6 régidja
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iranyitja. Az ivarvonal kivételével miden sejtben lehetdve teszi az UAS enhanszerrel
rendelkezd transzgének kifejez6dését. da> jellel jel6ldm, hogyha egy transzgén (RNS
interferencia- vagy taltermel6 konstrukcid) a da-GAL4 driverrel van indukalva.

Df(3R)C4: a 3. kromoszoma jobb karjat erintd recessziv letalis deficiencia.

DmUsp14™°7": a bloomingtoni térzskézpontbél szarmazé, piggyBac transzpozon inszerciot
hordoz6 torzs. A PBac{WH} elem a DmUsp14 gén 1. intronja és 2. exonja kdzé épult
be, és hipomorf muténs allélt eredményezet.

DmUsp14*119%": 3 bécsi térzskdzponbdl (VDRC) szarmazé transzgénikus RNS interferencia
vonal, amelynek indukcidjaval csendesithetd a DmUsp14 gén.

ey-GAL4: olyan muslica drivertdzs, amelyben az éleszt6b6l szarmazd GALA4 transzkripcios
iniciator fehérje termelddését a Drosophila eyeless gén szabalyozé régidja iranyitja. A
szemkezdeményekben teszi lehet6vé az UAS enhanszerrel rendelkez6 transzgének
kifejez6dését. ey> jellel jel6lom, hogyha egy transzgén (RNS interferencia- vagy
tultermel6 konstrukcid) az ey-GAL4 driverrel van indukélva.

FLAG-CG12082: olyan transzgénikus konstrukcio, amely a CG12082 mersékelt tultermelését
teszi lehetdvé (részleteket lasd az Anyagok és modszerek fejezetben). A konstrukciorol
képzdd6 vadtipusa fehérje N-terminalisa FLAG-gel van jeldlve. Ezt a transzgént a
dolgozat Eredmények fejezetének 6. alfejezete utan FLAG-DmUsp5-ként jelolom.

GFP-CG12082: olyan transzgénikus konstrukcid, amely a CG12082 mérsékelt tultermelését
teszi lehetdvé (részleteket lasd az Anyagok és modszerek fejezetben). A konstrukciorol
képzdd6 vadtipusa fehérje N-terminalisa GFP-vel van jellve. Ezt a transzgént a
dolgozat Eredmények fejezetének 6. alfejezete utan GFP-DmUsp5-ként jeld1om.

TM3, Sb P(A2-3): a A2-3 transzpozéaz enzimet termel6 kromoszéma. A A2-3 transzpozaz
mobilizélja a sajat traszpozéz génjétél megfosztott, mutagenézisre hasznalhat6 P elemet.
A traszpozazt termel6é modositott P elem a TM3, Sb balanszer kromoszdman talalhato.

TM3, Sb Ser: balanszer kromoszoma, a 3. kromoszomat balanszirozza. Tébb inverzio
talalhat6 benne, ezaltal gatolja a rekombinaciot. Sb (Stubble - révid szdr) és Ser (Serrate
- recés szarny) markermutaciot hordozza.

TM6B, Th Hu actGFP: balanszer kromoszéma, a 2. kromoszdmat balanszirozza. Tébb
inverzio talalhat6 benne, ezéltal gatolja a rekombinaciot. Tb (Tubby — témzsi test) és Hu
(Humeral — s(ir(i vallszorzet) dominans markermutaciot hordoz, illetve GFP-t
expresszal, ezéltal lehet6vé teszi, hogy fluoreszcens mikroszkdppal barmelyik fejlGdési
stddiumban azonosithassuk a balanszert hordozo &llatokat.
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UAS-CG12082: olyan transzgénikus konstrukcio, amely a CG12082 erds tultermelését teszi
lehet6vé (részleteket lasd az Anyagok és modszerek fejezetben). A transzgénr6l
vadtipusu fehérje képzddik. Ezt a transzgént a dolgozat Eredmények fejezetének 6.
alfejezete utdn UAS-DmUsp5-ként jeld1om.

UAS-DIAP1Y®M: olyan transzgénikus konstrukcié, amely a DIAP1 funkciényeréses mutans
valtozaténak tultermelését teszi lehetéve. A V85M mutéacio a 85. pozicidéban Iévé valin
metioninra torténd cseréjéhez vezet. Errdl a mutaciordl ismert, hogy a vadtipusu

DIAP1-nél er6sebben képes szupresszalni az apoptozist.
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Abstract

Protein ubiquitylation is a dynamic process that affects the function and stability of proteins
and controls essential cellular processes ranging from cell proliferation to cell death. This
process is regulated through the balanced action of E3 ubiquitin ligases and deubiquitylat-
ing enzymes (DUB) which conjugate ubiquitins to, and remove them from target proteins,
respectively. Our genetic analysis has revealed that the deubiquitylating enzyme DmUsp5
is required for maintenance of the ubiquitin equilibrium, cell survival and normal develop-
ment in Drosophila. Loss of the DmUsp5 function leads to late larval lethality accompanied
by the induction of apoptosis. Detailed analyses at a cellular level demonstrated that
DmUsp5 mutants carry multiple abnormalities, including a drop in the free monoubiquitin
level, the excessive accumulation of free polyubiquitins, polyubiquitylated proteins and sub-
units of the 26S proteasome. A shortage in free ubiquitins results in the induction of a ubiqui-
tin stress response previously described only in the unicellular budding yeast. It is
characterized by the induction of the proteasome-associated deubiquitylase DmUsp14 and
sensitivity to cycloheximide. Removal of DmUsp5 also activates the pro-apoptotic machin-
ery thereby resulting in widespread apoptosis, indicative of an anti-apoptotic role of
DmUspb. Collectively, the pleiotropic effects of a loss of DmUsp5 function can be explained
in terms of the existence of a limited pool of free monoubiquitins which makes the ubiquitin-
dependent processes mutually interdependent.
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Introduction

Ubiquitylation is the posttranslational modification of target proteins with an ubiquitin mono-
mer or a polyubiquitin chain [1]. It directly affects protein turnover and basic intracellular pro-
cesses, including cell cycle regulation and programmed cell death [2, 3]. Ubiquitin can be
linked to proteins via an isopeptide bond between an internal lysine of the target protein and
the terminal glycine residue of ubiquitin. Polyubiquitin chains are generated by ubiquitin poly-
merization through isopeptide bonds, most frequently between an internal lysine residue of the
target protein and the terminal glycine of an incoming ubiquitin monomer [4]. Ubiquitylation
is catalyzed by an enzyme cascade involving at least three different enzymes, with ubiquitin-ac-
tivating (E1), ubiquitin-conjugating (E2), and ubiquitin ligase (E3) activities [5, 6]. Polyubiqui-
tylation most frequently targets proteins for proteasomal degradation, but other,
nondegradative roles are also well known [7, 8].

Apoptosis or programmed cell death is a key physiological process that is involved in shap-
ing the development of multicellular organisms [9]. It is initiated by different death stimuli and
culminates in the activation of a cascade of cysteine proteases, called caspases, which execute
destruction. Since nearly all eukaryotic cells constitutively express all components of the apo-
ptotic machinery, caspase activation must be regulated by a very precise and sensitive mecha-
nism, if untimely cell death is to be prevented. In the course of the past decade, it has become
firmly established that ubiquitylation has a major role in regulating apoptosis. Key apoptotic
regulators, the inhibitor of apoptosis proteins (IAPs), are themselves E3 ubiquitin ligases, and
the availability and abundance of the main pro- and anti-apoptotic proteins, including cas-
pases, IAPs and IAP antagonists, are regulated by ubiquitin-mediated protein degradation
[10]. More recently, nondegradative ubiquitylation, other E3 ligases and certain deubiquitylat-
ing enzymes have been reported to have roles in apoptosis [11, 12, 13], and it is conceivable
that more ubiquitin pathway components will be linked to apoptosis.

Like other posttranslational modifications, ubiquitylation is a dynamic and reversible pro-
cess in which deubiquitylating enzymes or DUBs counteract ubiquitin ligases by removing co-
valently linked ubiquitins from substrate proteins [14]. The DUBs are structurally diverse
isopeptidases that specifically cleave ubiquitin conjugates at the ubiquitin carboxyl end. The ac-
tivities of DUBs include the removal of intact ubiquitin monomers and polyubiquitin chains
from conjugates, the disassembly of unanchored polyubiquitin chains to give intact monomers,
and the processing of inactive ubiquitin precursor fusion proteins [15]. It has been well estab-
lished that protein ubiquitylation is regulated by the coordinated action of ubiquitin ligases
and deubiquitylating enzymes. This and the quite large number of known DUBs suggest the
importance of deubiquitylation, perhaps because it permits a further layer of regulation in the
ubiquitin-mediated biological processes, such as apoptosis.

In general, more is known about the biochemical and structural properties of DUBs than
about their biological function. Reports relating to their physiological significance have mostly
involved unicellular organisms and cell lines, although systematic functional analyses of DUBs
in genetically tractable, intact multicellular organisms have also started to emerge [16, 17]. The
biochemically best known DUB is Ubp14 from budding yeast and its USP5 or isopeptidase T
ortholog from human cell lines [18, 19]. In vitro studies have revealed that this enzyme disas-
sembles free polyubiquitin chains, most frequently liberated from ubiquitylated proteins just
before proteasomal degradation [5, 20]. Deletion of the UBP14 gene has been found to result in
an accumulation of free polyubiquitin chains and the inhibition of proteasomal degradation
[19]. Suppression of the human USP5 gene also causes the accumulation of unanchored polyu-
biquitins and enhances the intracellular level of p53 [21]. Another study has demonstrated that
USPS5 is required for the efficient repair of DNA double-strand breaks in HeLa cells [22].
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Annotation of the Drosophila genome sequence revealed that the CG12082 gene encodes a
protein with a similar aminoacid sequence to Ubp14/USP5 and it was later confirmed that it is
an essential gene [23]. To date, only roles in activating apoptosis and the JNK pathway in the
developing eye have been described for the Drosophila Ubp14/USP5 protein [24]. The heterol-
ogous complementation experiments reported here demonstrated that the protein encoded by
the CG12082 gene is a functional ortholog of the yeast/human Ubp14/USP5 protein, and a de-
tailed phenotypic analysis of the partial and complete loss of function mutants is presented.
Multiple abnormalities are revealed that lead to the induction of a phenomenon previously de-
scribed only in the unicellular budding yeast: the ubiquitin stress response. The removal of
DmUsp5 additionally activates the pro-apoptotic machinery that results in widespread apopto-
sis in imaginal discs and the larval brain, pointing to a general anti-apoptotic role of DmUsp5.
Apoptosis probably occurs through the downregulation of DIAP1, overexpression of which
partially rescues both the lethal and apoptotic phenotypes of DmUsp5 mutants. In summary,
the phenotypic analysis presented here clearly indicates the importance of DmUsp5 in the nor-
mal progression of the ubiquitin cycle, and how this links ubiquitin-dependent processes such
as protein degradation, apoptosis and development.

Results

Disruption of CG72082 results in late larval and pupal lethality and
widespread apoptosis

In a screen of transgenic RNA interference (RNAi) lines specific for genes coding for putative
deubiquitylating enzymes, we used the Act5C-Gal4 and da-Gal4 general drivers for gene silenc-
ing and determined the resulting phenotypes. We identified several lines with a late lethal phe-
notype accompanied by widespread apoptosis in imaginal discs. Since silencing of the
CG12082 gene resulted in one of the most outstanding apoptotic phenotypes, we decided to
turther characterize this. For this purpose, we obtained independent transgenic RNAi lines
(CG12082 V7%%7 CG12082"F9%1%% and CG12082N1C-12982R-2) and P element insertion alleles
(CG12082777° and CG12082°2°%), and isolated new alleles of CG12082 (CG12082" and
CG12082°) by P element remobilization (Fig. 1). These lines form an allelic series with expres-
sion phenotypes ranging from basically wild type (CG12082""%*°%°) through different hypo-
morphs to functional (CG12082") and true null (CG12082°) alleles (Table 1). They influence
development to extents depending on their degree of expression/loss of function, leading to vi-
able, pupal or third-stage larval (L3) lethality (Table 1 and S1 Fig.). The lethal phenotype of the
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Fig 1. Schematic representation of CG12082 P element insertion and deletion alleles. Triangles indicate the sites of P element insertions, while broken
lines mark deleted segments in newly isolated mutants. Black arrows indicate positions of catalytic cysteine (C) and histidine (H) codons.

doi:10.1371/journal.pone.0120875.g001
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Table 1. Lethality of CG12082 and DmUsp14 alleles.

Genotype Gene dose Lethal phase

L3 larva Pupa Pharate adult Viable
Oregon-R Wild type 5% 95%
da>CG12082"7%67 Weak hypomorph 20% 80%
da>CG12082 NVG-12082R-2 Hypomorph 30% 70%
da>CG120827F02163 Strong hypomorph 70% 30%
CG12082EY23569 Wild type 3% 97%
CG12082FY20760 Functional null 91%
CG12082! Functional null 93%
CG12082° True null 96%
da>DmUsp14*1"9%27 Hypomorph 6% 94%
DmUsp 14700779 Strong hypomorph 7% 93%°

@ Sterile males

doi:10.1371/journal.pone.0120875.t001

null mutants could be rescued by moderate expression of the wild type CG12082 sequence
(Table 2).

To elucidate the cause of the lethality observed, these mutants were examined for develop-
mental and tissue defects. Orcein, acridine orange, and anti-activated caspase-3 immunostain-
ing of larval brains and imaginal discs from strong hypomorph and null alleles revealed
widespread apoptosis. Squash preparations of CG12082 mutants (Fig. 2B) proved to contain
many more small rounded and pyknotic cells as compared with the wild types (Fig. 2A). Simi-
larly, the CG12082 mutants exhibited a much higher level of apoptosis, as indicated by larger
numbers of acridine orange- and activated caspase-3 positive cells (Fig. 2E and S2 Fig.) than in
the wild type controls (Fig. 2D and S2 Fig.). All of the small pyknotic cells showed high expres-
sion of activated caspase-3 (S2 Fig. inset). Similarly to the lethal phenotype, the apoptotic phe-
notype could also be rescued by moderate expression of the wild type CG12082 sequence
(Fig. 2C).

Loss of CG12082 function was further examined at a tissue-specific level in the developing
eye and wing by using ey-GAL4 and nub-GAL4 drivers, respectively. The eye and wing-specific
silencing of CG12082 RNAI lines led to severely disrupted eyes and wings. The ey-GAL4-driven
silencing resulted in rough and small (occasionally missing) eyes (Fig. 2I), while the nub-
GAL4-specific silencing produced uninflated vestigial or missing wings (Fig. 2G). Since these
phenotypes are very similar to those induced by apoptosis [25, 26, 27], we conclude that they
are likely to result from cell death.

Table 2. Transgenic rescue of DmUsp5 mutants.

Genotype Lethal phase

L3 larva Pupa Pharate adult Viable
Oregon-R 5% 95%
DmUsp5’ 93%
DmUsp5° 96%
da>GFP-DmUsp5; DmUsp5’ 24% 76%
da>FLAG-DmUsp5; DmUsp5® 14% 86%
da>UAS-DmUsp5; DmUsp5° 51% 49%

doi:10.1371/journal.pone.0120875.1002

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0120875 March 25, 2015 4/19



@‘PLOS | ONE

Role of DmUsp5 in Ubiquitin Equilibrium

P

CG12082

Apoptotic index
tn

1 =
0.5 =
0 -
o
4“1‘) C
\)
"
R
o ©

Fig 2. Loss of CG12082 function leads to elevated apoptosis in larval brain and imaginal discs. Wild type (A) and CG720822 (B) larval brain squashes
were stained with orcein and investigated under a phase contrast microscope. Red arrows indicate small, rounded and pyknotic cells. Apoptotic index (C)
was defined as the mean number of these cells in an optical field. Apoptotic indexes of wild type (WT), CG72082 knock down (da>CG12082"7°7), CG12082
null mutant (CG12082%) and CG 120822 rescue (da>FLAG-CG12082, CG12082%) were defined. Each column represents the mean of 7-9 preparations. On
average, 15—25 optical fields per preparations were scored. Acridine orange staining also marked dying cells in wild type (D) and CG 72082 null mutant (E)
larval brains. Wing specific knock down of CG12082 (G) resulted in reduced wings, while eye specific CG12082 silencing (l) led to rough eye phenotype.
Animals expressing the wing specific nub-GAL4 (F) or ey-GAL4 (H) driver alone, served as controls.

doi:10.1371/journal.pone.0120875.9002

The CG12082 gene codes for a functional ortholog of the
deubiquitylating enzyme Ubp14/USP5 in Drosophila

On the use of FlyBase prediction data and BLAST analysis, the predicted protein encoded by
the CG12082 gene exhibited 43.8% and 65.1% overall similarity to yeast deubiquitylase Ubp14
and human deubiquitylase USP5, respectively. Further, the topology of its conserved domains,
including UBP-type ZnF, USP, UBA1 and UBA2, corresponded closely to that found in the
yeast Ubp14 and human USP5 proteins [24]. For experimental confirmation of their functional
relatedness, heterologous complementation experiments were performed in which the protein
encoded by CG12082 could function as an Ubp14 substitute in budding yeast cells lacking their
endogenous Ubp14 function. In these experiments, we introduced a CG12082 expression con-
struct (pVT102U-DmUsp5) under the control of a constitutively active alcohol dehydrogenase
promoter into ubp14A cells and tested for complementation of their canavanine-sensitive pro-
liferation defect [19]. As illustrated in Fig. 3A, ubp14A cells grow as well as wild type cells on
normal medium, but are unable to do so on a medium supplemented with 0.5 ug/ml canava-
nine (Fig. 3B). The ability of ubp14A cells to grow in the presence of canavanine was induced
by the expression of the CG12082 gene product (Fig. 3B). In similar experiments, the
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Fig 3. Expression of CG12082 rescues the canavanine-sensitive phenotype of budding yeast ubp14A mutant cells. Wild type, ubp74A mutant and
transformed ubp 74A mutant cells carrying the indicated constructs were plated and grown on SD-dropout plates (A) or on SD-dropout plates supplemented
with 0.5 pg/ml canavanine (B). Cells were plated in linear dilution series, each drop containing a quarter of the number of cells relative to the previous one.
The plates were incubated at 30°C for 5 days.

doi:10.1371/journal.pone.0120875.9003

canavanine sensitivity of ubp14A cells could not be suppressed by the introduction of either the
empty vector (pVT102U) or other DUBs (pVT102U-DmRpnll and pVT102U-DmUsp14).
Since the human USP5/isoT also functioned as a Ubp14 substitute in yeast cells [19], these re-
sults suggest that the gene product of CG12082 is a functional ortholog of the deubiquitylating
enzyme Ubp14/USP5/isoT in Drosophila; we therefore renamed it DmUsp5.

Loss of DmUsp5 leads to the accumulation of free and conjugated
polyubiquitin chains and a reduced level of free monoubiquitins

Several in vitro studies have shown that the main substrate of human USP5 is free polyubiqui-
tin chains liberated from proteasome-bound polyubiquitylated proteins by proteasome-associ-
ated DUB, Rpn11[18, 28, 29]. In line with this, the loss of USP5 in yeast and in a human
melanoma cell line led to the accumulation of free polyubiquitin chains [19, 21]. To investigate
the molecular changes behind the observed phenotypes, a polyubiquitin-specific ELISA kit was
used to determine possible changes in polyubiquitin level. Null alleles of DinUsp5 caused an in-
crease of ~ 6-fold in the concentration of polyubiquitins as compared with the wild type con-
trol (Fig. 4A). Further Western blot analysis revealed that the polyubiquitin level elevation was
due mainly to the accumulation of low and high molecular weight ubiquitin derivatives

(Fig. 4B). The first group appeared as a ladder of 4-5 bands with molecular weights corre-
sponding to those of free ubiquitin di-, tri-, tetra-, penta- and hexamers. The second group
formed a dense smear of high molecular weight bands, most probably reflecting
polyubiquitylated proteins.

Normally only a small proportion of the intracellular ubiquitin is in monomeric form [30,
31], and this monoubiquitin pool therefore has to be refilled constantly by DUBs [32, 33]. As
shown above, in the DmUsp5 mutants a significant proportion of the ubiquitin is trapped in
conjugated form in free polyubiquitins and polyubiquitylated proteins, and it was therefore
conceivable that the monoubiquitin pool becomes depleted. Repetition of the Western blot
analysis under nonsaturating conditions revealed a lower free monoubiquitin concentration in
the DmUsp5 mutants relative to the wild type control (Fig. 4B, lanes 1 and 2). The abnormal ac-
cumulation of free polyubiquitins and polyubiquitylated proteins and the drop in free
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Fig 4. Accumulation of polyubiquitin species and reduction of monoubiquitin level in DmUsp5 mutant. (A) Cyclex polyubiquitin-specific ELISA kit was
used to measure the polyubiquitin concentration in third-stage larval protein extracts. Polyubiquitin levels were determined in wild type (column 1), DmUsp5
null mutant (column 2) and animals strongly overexpressing DmUsp5 either in mutant (column 3) or in wild type (column 4) background. (B) Third-instar larval
protein extracts were separated on a 12% SDS-PAGE gel, blotted onto a PVDF membrane and immunostained with a polyclonal anti-ubiquitin primary
antibody. Samples were prepared from wild type (lane 1), DmUsp5 mutant (lane 2), animals moderately overexpressing DmUsp5 either in mutant (lane 3) or
in wild type (lane 5) background and animals strongly overexpressing DmUsp5 either in mutant (lane 4) or in wild type (lane 6) background. Immunoblotting
with anti-tubulin monoclonal antibody served as a loading control.

doi:10.1371/journal.pone.0120875.g004

monoubiquitins were not seen when the wild type DmUsp5 sequence was moderately express-
ed in the same mutant background (Fig. 4B, lane 3). These results demonstrate that, similarly
as for yeast and human cell lines, DmUsp5 is required for the disassembly of free polyubiqui-
tins and for the uninterrupted degradation of polyubiquitylated proteins in Drosophila. More-
over, the ubiquitin-recycling activity of DmUsp5 must reflect a major monoubiquitin

supply route.

Interestingly, the UAS/GAL4-driven strong overexpression of the wild type DmUsp5 ap-
peared to be detrimental to the animals and caused temperature-sensitive lethality in late devel-
opment (Table 3). A polyubiquitin-specific ELISA experiment (Fig. 4A) and Western blot
analysis of protein extracts revealed a significant accumulation of polyubiquitylated proteins in
the cells of DmUsp5-overexpressing flies (Fig. 4B). Even more unusually, a well-detectable

Table 3. Temperature-dependent lethality of DmUsp5 overexpression.

Genotype Lethal phase

L3 larva Pupa Pharate adult Viable
Oregon-R at 25°C 5% 95%
da>UAS-DmUspb5 at 18°C 34% 62% 4%
da>UAS-DmUsp5 at 25°C 89% 11%
da>UAS-DmUsp5 at 29°C 10% 90%

doi:10.1371/journal.pone.0120875.1003
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fraction of this ubiquitylated species could not enter the separating gel, but remained trapped
and displayed smeary staining in the stacking gel (Fig. 4B). This species behaves similarly to
protein aggregates with low solubility [34]. These observations indicate that the overexpression
of DmUsp5 also interferes with proteasomal degradation. The possible mechanism will be
discussed below.

Loss of DmUsp5 leads to the induction of the proteasome-associated
DUB DmUsp14 and the upregulation of proteasome subunits

Physiological consequences of a low ubiquitin level have been studied only in the budding
yeast Saccharomyces cerevisiae. A decline in free monoubiquitin levels was demonstrated to
lead to induction of the ubiquitin stress response [35, 36]. A hallmark of this ubiquitin stress is
the induction of the proteasome-associated DUB Ubpé6 [36]. It is thought that Ubp6 associates
with the proteasome, inhibits its proteolytic activity and catalyzes the gradual removal of
monoubiquitins from the distal end of protein-conjugated polyubiquitin chains [35, 37], there-
by contributing to replenishment of the free monoubiquitin pool. Since the loss of the
DmUsp5 function generates a low ubiquitin state, it provides an opportunity to demonstrate
the existence of a similar phenomenon in Drosophila. We therefore looked at the expression
level of the Drosophila ortholog of Ubp6 in our mutants.

In FlyBase, the CG5384 gene codes for a putative DUB. Comparison of its aminoacid se-
quence with those of known yeast and human DUBs revealed a high sequence similarity and
an identical domain topology to those of yeast UBP6 and the human USP14 proteins (S3 Fig.).
The protein coded by the CG5384 gene is therefore regarded as the Drosophila ortholog of
these proteins and we renamed it DmUsp14. Silencing the DmUsp14 gene by RNA interference
did not produce any visible phenotype, but a PBac insertion allele showed male sterility
(Table 1).

Semiquantitative RT-PCR was used to determine the DmUsp14 expression levels in loss of
function DmUsp5 mutants and in wild type flies. As the expression of DmUsp14 was upregu-
lated in the absence of DmUsp5 (Fig. 5B), we propose that the accumulation of free polyubiqui-
tin chains eventually leads to a free monoubiquitin deficiency and to the induction of ubiquitin
stress in Drosophila.

The accumulation of polyubiquitylated proteins in DmUsp5 mutants is reminiscent of the
phenotype of essential proteasome subunit mutants. It was earlier reported that deletion of the
essential Rpn10 proteasomal subunit resulted in a substantial accumulation of all the proteaso-
mal subunits [38, 39], a phenomenon similar to that described in yeast as a proteasome stress
response [36]. To detect the expression of proteasome subunits, total RNA was isolated from
DmUsp5 mutant and wild type animals and the expressions of RpnI-, Rpn10- and Rpnll-spe-
cific transcripts were monitored by semiquantitative RT-PCR. Each of these genes revealed an
elevated expression in the null mutant as compared with the wild type (Fig. 5B). The detected
overexpression of these genes was cured by moderate expression of the wild type DmUsp5 se-
quence in the mutant background. These results demonstrate a coordinated upregulation of
proteasome subunits in the absence of DmUsp5, and hence the induction of proteasome stress.

DmUsp5 mutants show cycloheximide sensitivity

Ubiquitin depletion in yeast sensitizes cells to different chemicals, including translational in-
hibitors such as cycloheximide [40, 41], and is regarded as a distinctive feature of ubiquitin

stress. To support our assumption that loss of the Usp5 function gives rise to ubiquitin stress,
the sensitivity of DmUsp5 mutants to cycloheximide was analyzed. Since the loss of DmUsp5
leads to lethality, we used DmUsp5°/+ heterozygotes for this test. The data presented in Fig. 6
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Fig 5. Overexpression of pro-apoptotic genes and proteasome subunits in the DmUsp5 mutant. Total
cDNA samples were prepared from wild type (lane1), DmUsp5 null mutant (lane 2) and DmUsp5° rescue
(lane 3) third-stage larvae. Semiquantitative PCRs were performed using primers specific to mMRNAs of pro-
apoptotic (panel A) and proteasome subunit (panel B) genes. DmUspb5 transcript specific primers were used
to determine DmUsp5 expression, while rpL 17 served as a loading control (panel C).

doi:10.1371/journal.pone.0120875.9g005

demonstrate that even the partial reduction of DmUsp5 in the heterozygotes creates a marked
dose-dependent sensitivity to cycloheximide relative to the wild type (Fig. 6).

This is therefore a dominant phenotype, which further underlines the ubiquitin deficiency
and the ubiquitin stress in the cells of D Usp5 mutants.
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Fig 6. DmUsp5 mutant heterozygotes are sensitive to cycloheximide. Synchronized first-instar larvae were collected from wild type (wt) and DmUsp5
mutant heterozygotes (DmUsp52/+). Larvae were treated with the indicated concentrations of cycloheximide solution. The number of survival adults were
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doi:10.1371/journal.pone.0120875.9006

Pro-apoptotic genes are activated in DmUsp5 mutants

The core of the apoptotic machinery in Drosophila contains initiator and effector caspases, in-
hibitor of apoptosis proteins (IAPs) and pro-apoptotic proteins such as p53, Reaper, Hid and
Grim (the last three frequently mentioned as the RHG proteins) [42]. Following a cytotoxic
stimulus, apoptosis is induced by the transcriptional activation of P53 and the RHG coding
genes. The RHG proteins competitively bind to Drosophila IAP1 (DIAP1) and, by antagoniz-
ing its caspase inhibitory function, promote caspase-dependent cell killing [10]. To determine
whether DmUsp5 loss leads to apoptosis through this pathway, we followed the expression of
the RHG genes by semiquantitative RT-PCR and quantitative real time PCR. Fig. 5A demon-
strates that the expression of p53, Reaper and Hid is elevated in the DmUsp5 mutant as com-
pared with the wild type control. The highest induction in expression level was observed with
p53 and Reaper. This higher expression returned close to the wild type level when DmUsp5
was moderately expressed in the mutant background. We did not detect a significant change in
the expression of Grim (Fig. 5A). The expression profiles of these genes were confirmed by
quantitative real time PCR measurements (5S4 Fig.). These results suggest that the loss of
DmUsp5 activates at least three members of the pro-apoptotic machinery and it must therefore
act upstream of them.

Overexpression of DIAP1 partially rescues both the lethal and the
apoptotic phenotypes of DmUsp5 mutants

Besides liberating caspases, Reaper can further augment apoptosis by downregulating DIAP1
through promoting its auto-ubiquitylation and through a general inhibitory effect on transla-
tion [43, 44]. We did not follow DIAP1 levels directly, but instead, overexpressed DIAP1 in the
DmUsp5° null mutant and monitored its phenotypic effects. DIAP1 overexpression exhibited
significant effects on both the lethal and the apoptotic phenotypes. DIAP1 overexpression
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Table 4. Effects of DIAP1 overexpression on DmUsp5 lethal phase.

Genotype Lethal Phase

L3 larva Pupa Pharate adult Viable
Oregon-R 5% 95%
da>UAS-DIAP1Y8M 6% 94%
DmUsp5? 96%
da>UAS-DIAP1V8*M: DmUsp5° 22% 78%

doi:10.1371/journal.pone.0120875.t004

shifted the late larval (L3) lethality of the DmUsp5” mutant to the pupal stage, while the overex-
pression itself had no effect on the survival and fertility of the control flies (Table 4). This ex-
periment was followed up by determining the frequency of apoptotic cells on orcein-stained
larval brain and imaginal disk preparations. DIAP1 overexpression proved to reduce the apo-
ptotic index of DmUsp5° by about 50% (Fig. 7). These findings are consistent with the notion
that DIAP1 is downregulated in DmUsp5 mutants.

Discussion

It has become firmly established that a large variety of essential intracellular processes are regu-
lated by ubiquitylation. Ubiquitin is a rather abundant polypeptide that exists in eukaryotic
cells as free monomer, free polymer and protein-conjugated mono- or polyubiquitin. For the
normal cell physiology, these forms are maintained in dynamic equilibrium, in which ubiquitin
cycles between the free and conjugated states [45, 46], mediated by the opposing processes of
ubiquitylation and deubiquitylation. It has been demonstrated that, at any given time, in most
tissues only a small proportion of the total cellular ubiquitin content is available as free mono-
mer, while the majority is anchored to proteins [30, 31, 45]. Because of the high demand for a
limited pool of free ubiquitins, normal cell functioning requires a continuous production of an
adequate amount of free monoubiquitins. Active free monoubiquitins are generated by the
deubiquitylating enzymes from inactive precursor fusion products and by the recycling of pre-
viously used ubiquitins [32, 33].

In this study, we have demonstrated in a heterologous complementation experiment that
the Drosophila CG12082 gene encodes the functional ortholog of the yeast Ubp14 and the
human USP5/isopeptidase T deubiquitylases. Moreover, in vivo experimental data are pre-
sented that reveal an important role of this DUB in the regulation of intracellular ubiquitin lev-
els in Drosophila melanogaster. Loss of function DmUsp5 mutants display huge increases in the
unconjugated and conjugated polyubiquitin levels and, simultaneously, a significant reduction
in the free monoubiquitin concentration. The accumulation of free polyubiquitins in the mu-
tant is consistent with in vitro and in vivo data pointing to the main function of this enzyme as
being the disassembly of free polyubiquitin chains [5, 19, 20, 21]. The accumulation of polyubi-
quitylated proteins can be explained by the fact that free polyubiquitins bind to proteasome-as-
sociated polyubiquitin receptors with high affinity [47, 48]. In excess, they competitively
inhibit the targeting of polyubiquitylated substrates to the proteasome, resulting in the ob-
served accumulation of polyubiquitylated proteins. The coordinated upregulation of protea-
some subunits in DmUsp5 mutants, the hallmark of the proteasome stress response [36],
supports the inhibition of proteasome activity.

Although we detected a reduction of the level of free monoubiquitin in DmUsp5 mutants,
the question arises as to whether this drop is significant enough to be below the critical physio-
logical threshold. The induction of the ubiquitin stress response in DmUsp5 mutants is a direct
indication that even this moderate drop in monoubiquitin concentration has serious
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Fig 7. DIAP1 overexpression rescues the apoptotic phenotype of the DmUsp5 mutant. Apoptotic
indexes of wild type (wt), DmUsp5 mutant (DmUsp5°) and DIAP1 overexpressing animals either in mutant
(da>UAS-DIAP1"8%M: DmUsp5?) or in wilt type (da>UAS-DIAP1"#5") background were determined as
described in Fig. 2C. Each column represents the mean of 7-8 preparations.

doi:10.1371/journal.pone.0120875.g007

physiological consequences. All the critical features of ubiquitin stress described in the yeast
are characteristic properties of the DmUsp5 mutants: loss of the DmUsp5 function leads to a
dominant cycloheximide sensitivity in Drosophila (Fig. 6), with a marked increases in the
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expression levels of both the DmUsp14 gene and the genes of several proteasomal subunits
(Fig. 5B). Taken together, these observations suggest that DmUsp5 has a major role in main-
taining the free monoubiquitin pool in Drosophila. When its function is impaired, the free
monoubiquitin shortage may compromise ubiquitin homeostasis.

Another characteristic feature of DmUsp5 mutants is the abnormally high incidence of apo-
ptosis in the imaginal tissues which is the most probable cause of the late larval lethality and
could be directly linked to a free monoubiquitin shortage. Apoptosis is one of the ubiquitin-
mediated pathways and is negatively regulated in a dynamic process by DIAP1 and protein
degradation in Drosophila. DIAP1 ensures cell survival by regulating the abundance and stabil-
ity of caspases and IAP antagonists through its E3 ubiquitin ligase activity. Ubiquitylation is
therefore intrinsic to the anti-apoptotic activity of DIAP1 and it is quite conceivable that an
ubiquitin shortage alone or together with an abnormally high level of polyubiquitins (free and
conjugated) and crippled protein degradation may generate a death signal that activates the
pro-apoptotic machinery, resulting in the abnormally high level of apoptosis observed in
DmUsp5 mutants. The elevated expression of the pro-apoptotic p53 and some of the RHG
genes in the absence of the DmUsp5 function support this idea. Although the molecular mech-
anism of apoptotic activation is not known, in the DmUsp5 mutants it must take place up-
stream of the transcriptional activation of the RHG genes. Proteasome inhibition, which also
leads to a free monoubiquitin shortage and eventually to apoptosis, was previously reported, to
induce a shift in the distribution of conjugated ubiquitin from mainly nuclear to mainly cyto-
plasmic locations, and this coincided with a significant depletion of ubiquitylated histone H2A
in the chromatin, together with chromatin remodeling [45]. It was also shown that this ubiqui-
tin relocation was a direct effect of a competition for the limited pool of free monoubiquitins.
Since changes in histone ubiquitylation are known to lead to major changes in gene expression
[49], and histone H2A ubiquitylation is required for gene silencing [50], it is reasonable to con-
ceive that a prolonged ubiquitin shortage could trigger expression of the RHG genes and there-
by induce apoptosis during proteasome inhibition and in loss of function DmUsp5 mutants
too. This limited pool of free monoubiquitins links protein degradation to apoptosis and to de-
velopment by making these ubiquitin-dependent processes mutually interdependent. The dif-
ferent pleiotropic effects indicate that DmUsp5 has a pivotal role in maintaining the free
monoubiquitin pool.

During the course of the present manuscript preparation, an in press study appeared explor-
ing the role of DmUsp5 in Drosophila development [51]. This reveals that DmUsp5 is essential
for viability, and demonstrates that free and conjugated polyubiquitin chains accumulate in
DmUsp5 mutants, and that the levels of proteasome subunits are also elevated, findings with
which our study fully agrees. It suggests an abnormal ubiquitin homeostasis behind these aber-
rations, though the ubiquitin stress and the apoptotic phenotype of the mutants were not ana-
lyzed or interpreted.

The fact that strong ectopic overexpression of the wild type DmUsp5 interfered with protea-
somal degradation and development was somewhat surprising. The degree of overexpression
was driver-, genomic location- and temperature-dependent (Fig. 4B, lanes 4-6). When the ex-
pression was driven by the da-GAL4 driver at different temperatures, the staining intensity of
the high molecular weight smear of the ubiquitin species in both the stacking and separating
gels was stronger at higher temperatures (S5 Fig.) and was directly proportional to the shift in
the lethal phase of the animals: higher expression was associated with earlier lethality (Table 3).
The electrophoretic behavior of the high molecular weight ubiquitin species was reminiscent of
that of protein aggregates with low solubility [34]. A plausible explanation of this phenomenon
could be that the huge amount of ectopically expressed DmUsp5 proteins overwhelms the pro-
tein-folding machinery of the cells, with the result that misfolded proteins appear which are
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prone to form different associations and aggregates [52]. Misfolded proteins become polyubi-
quitylated for proteasomal degradation, but it has emerged that aggregate-prone proteins are
dangerous proteasome substrates. It has been demonstrated that protein aggregates inhibit the
activity of proteasomes [53, 54]. The precise mechanism of the inhibition is not known, but it
has been suggested that proteasomes could capture tangled proteins, but are then unable either
to degrade or to release them, so that they become stalled [53]. Be that as it may, proteasome
inhibition spells an abnormal ubiquitin cycle and a shortage in free ubiquitins, which explains
the lethal effect of DmUsp5 overexpression.

Materials and Methods
Drosophila stocks and techniques

Fly stocks were raised on standard yeast/cornmeal/dextrose medium at 25°C. P element inser-
tion and transgenic RNA interference lines were obtained from the Bloomington Drosophila
Stock Center, the Vienna Drosophila Resource Center and NIG-Fly. All genetic markers used
are described in FlyBase at http://flybase.org.

In order to determine the lethal phase, 200-400 first-instar homozygous and heterozygous
larvae were collected and counted. Metamorphosis was staged according to Bainbridge and
Bownes [55].

P element remobilization

DmUsp5 deletion alleles were generated by the P element remobilization technique [56]. Im-
precise excision of P{EPgy2}EY20760 generated the usp5” allele carrying a 275 bp deletion
which eliminates the catalytic histidine box and UBA2 domain coding sequence. Imprecise ex-
cision of P{EPgy2}EY23569 resulted in the usp5° null allele bearing a 2175 bp deletion eliminat-
ing the gene. Since both mutants exhibited the same lethal and apoptotic phenotype, we used
the usp5” null allele for further biochemical characterization.

Semiquantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from 10 wandering third-instar larvae through use of a Tri Reagent ex-
traction kit (Sigma-Aldrich, USA). RNA samples were treated with RQ1 RNase-Free DNase
(Promega Corporation, USA). Reverse transcription was carried out with a Fermentas cDNA
synthesis kit. Samples of cDNA were normalized to the rpL17A level, and the pro-apoptotic
and proteasome subunit gene expressions were then determined by 20-25-cycle PCRs with the
use of exon specific primers.

Quantitative real time PCR

For quantitative real time PCR, 1 microgram of total RNA was reverse transcribed using Rever-
tAid First Strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific) according to the manufacturer’s pro-
tocol. Real time PCR was performed using an ABI 7500 real time PCR system (Applied
Biosystems) with SYBR Green chemistry, under the following conditions: 1 cycle of 95°C for
10 minutes, 40 cycles of 95°C for 15 second and 60°C for 1 minute. Primers were designed by
the Clone Manager software. The C; value for each mRNA was normalised to the rpL17A ribo-
somal RNA and Actin 42A RNA internal controls. The changes in expression levels of the ex-
amined genes were calculated by the AAC;method. Primers for quantitative real time PCR:

Actin42A forward: GCGTCGGTCAATTCAATCTT

Actin42A reverse: AAGCTGCAACCTCTTCGTCA

RpL17A forward: GAGCCAAGAACCTGTACG
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RpL17A reverse: CAGGCATGACCTTCTTCC
p53 forward: CATCGAGGGCATGATTAAGG
p53 reverse: CGTAGGCACGTTTCTTAAGG
rpr forward: AGGAGCAGCAGATCCTTC

rpr reverse: TCTTCCGGTCTTCGGATG

hid forward: ACCGACCAAGTGCTATACG
hid reverse: GCGGATACTGGAAGATTTGC
grim forward: GCGGTCAGAACAACGATG
grim reverse: GATTGAGCCTGCCTTTCC

Cytological analysis

Brains from third-instar larvae were dissected for both orcein and acridine orange staining. De-
tails of these staining protocols can be found in [57]. Preparations were analyzed under an
Olympus BX51 upright microscope, or with an Olympus FV 1000 confocal microscope.

For immunohistochemistry, imaginal discs from late third instar larvae were dissected in
PBS and fixed in 4% formaldehyde. Samples were washed in PBSTx and blocked in 1% BSA.
Rabbit polyclonal Cleaved Caspase-3 Antibody (Cell Signaling Technology) was used in 1:200
dilution. The primary antibody was detected by Alexa Fluor 647 Goat Anti-Rabbit (Life Tech-
nologies) secondary antibody in 1:400 dilution. Pictures were taken by an Olympus FV10i
confocal microscope.

DmUspb5 tagging and overexpression

The coding sequence of DmUsp5 was cloned into the pUAST Drosophila expression vector be-
tween the Xhol/Xbal sites. The resulting pUAST-DmUsp5 plasmid was verified by sequencing

and injected into isogenized w''*®
the w*™™“ marker. Transgene localization was mapped to chromosomes by using a balancer

embryos. Transformants were selected for the presence of

line marked on the second and third chromosomes. Transgene expression was induced by the
ubiquitous da-Gal4 driver.

In order to generate tagged Dm Usp5-expressing lines, the DmUsp5 coding sequence was
cloned into pENTR1A and recombined into pTFWattB (for N terminal FLAG tagging) or
pTGWattB (for N terminal GFP tagging) expression vectors. The phiC31 integrase-mediated
site-specific transformation resulted in transgene insertion into the su(Hw)attP1 landing site
on the third chromosome. The expression of the transgene was induced by the da-Gal4 driver.
The presence of FLAG-DmUsp5 was verified by Western blotting, while the production and lo-
calization of GFP-DmUsp5 were examined by confocal microscopy.

Yeast heterologous complementation test

The yeast strains and vectors used in this work were kindly provided by Mark Hochstrasser.
Standard rich and minimal yeast media and yeast techniques were used.

The DmUsp5 encoding RE70722 and DmUsp14 encoding LP08774 cDNA clones were or-
dered from DGRC. These coding sequences were cloned into the pVT102U yeast expression
vector. The pVT102U-DmUsp5, pVT102U-DmUbp6, pVT102U-DmRpn1l1 and the empty vec-
tor were transformed into the UBP14-deficient MHY840 (MATa hisA200 leu2-3, 112 ura3-52
lys2-801 trp1-1 ubp14A1::HIS3) strain. Single Ura™ colonies were selected and then inoculated
into 3 ml of rich YPAD media and incubated overnight at 30°C. The wild type MHY501
(MATa hisA200 leu2-3, 112 ura3-52 lys2-801 trp1-1) strain served as control. Overnight cul-
tures were diluted to ODggg = 0.1 and then four-fold serially diluted four times. 5 pl of each
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dilution was spotted onto nitrogen-rich, Arg-free SC media containing 0.5 pg/ml canavanine
sulfate. Plates were incubated at 30°C for 5 days, after which photos were taken.

SDS-PAGE and Western blots

Protein samples were prepared from third-instar larvae or pupae. Proteins were separated in a
12% resolving gel by SDS-PAGE. The protein load was optimized by Coomassie Brilliant Blue
staining. Samples were blotted onto a PVDF membrane and immunostained with 1:5000 Poly-
clonal Rabbit Anti-Ubiquitin primary antibody (DAKO, Denmark) and 1:33000 anti-rabbit
IgG-HRP secondary antibody (DAKO, Denmark). Samples were optimized using a mouse
anti-beta-tubulin monoclonal antibody (clone ID: E7, DSHB, USA) in 1:1000 dilution. It was
detected with goat anti-Mouse IgG-HRP secondary antibody (DAKO, Denmark) in 1:33000
dilution.

Cycloheximide treatment

Cycloheximide powder (Sigma-Aldrich, USA) was dissolved in 34% EtOH to obtain a 17.6 mM
stock solution. First-instar larvae were collected in vials containing 3.5 ml of standard Drosophila
medium and fed with 60 pl of cycloheximide solution appropriately diluted in 34% EtOH. The
teeding concentration was calculated to a final volume of 3.5 ml. Emerging adults were counted
and statistically analyzed with the use of Microsoft Office Excel.

Supporting Information

S1 Fig. Expression of CG12082 in transgenic RNA interference, P element insertion and de-
letion mutant alleles. Expression levels were determined by semiquantitative RT-PCR fol-
lowed by agarose gel electrophoresis. Samples were normalized to RpL17A expression.

(TIF)

$2 Fig. CG12082 mutant imaginal discs show strong cleaved caspase-3 specific immunos-
taining. Leg discs of late L3 instar larvae from wild type (upper row) and CG12082° (lower
row) were stained with DAPI (blue) and anti-cleaved caspase-3 antibody (red). Insets show in-
dividual cells at higher magnification.

(TIF)

$3 Fig. DmUsp14 shares high sequence similarity and an identical domain topology with
yeast Ubp6 and human USP14. Amino acid sequences were aligned using Align X tool of Vec-
tor NTT 10 software. Conserved and similar amino acids are highlighted by red and yellow
backgrounds, respectively. Black underline indicates the ubiquitin-like (UBL) domain. Catalyt-
ic cysteine and histidine residues are marked by black arrows.

(PDF)

$4 Fig. Pro-apoptotic genes are overexpressed in DmUsp5 mutant. Total RNA was extracted
from wild type and DmUsp5” larvae and reverse transcribed into cDNA. Quantitative real time
PCR was performed on each pro-apoptotic gene normalized to Actin42A and rpL17A house-
keeping genes. Columns represent the fold changes of gene expressions in DmUsp5” compared
to wild type levels. Data represent mean and standard deviation of two independent experi-
ments.

(TIF)

S5 Fig. Overexpression of DmUsp5 leads to temperature-sensitive accumulation of high
molecular weight ubiquitin species. Protein extracts were prepared from third-instar larvae
overexpressing DmUsp5 at the indicated temperatures. Samples were separated in an 8%
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SDS-PAGE gel, blotted onto a PVDF membrane and immunostained with a polyclonal anti-
ubiquitin primary antibody. The Western blot reveals a fraction of high molecular weight ubi-
quitin species trapped in the stacking gel.

(TTF)
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