Proteaszoma szubsztratok felismerési mechanizmusanak genetikai analizise
cimii OTKA palyazat részletes zarojelentése

Az APC katalitikus moduljaval kapcsolatos eredmények

A sejtciklus szabalyozasaban fontos szerepet jatszo ubikvitin-fliggd fehérjelebontas kdzponti
szerepldje a legalabb 13-15 alegységbdl allo hatalmas komplex, az APC (anaphase promoting
complex). Az APC-n belill két alkomplex, a katalitikus és a szubsztratkot6/szabalyozo
alkomplexek kiilonithetdk el, melyeken beliil a legtobb alegység evolucidsan konzervalt. A
katalitikus alkomplexet az Apc2 és Apcll alegységek alkotjak a human és éleszté APC-ben;
ezek egyikéhez kapcsolodik az ubikvitint szallité E2 enzim. Munkank kezdetéig a Drosophila
modell organizmusban csak az Apc2/Mr alegység volt ismert.

1. Letalis P elem inszercios mutansok jellemzésével azonositottuk a lemming (Img) gént.
Homozigota Img larvak agyabol készitett preparatumok citoldgiai vizsgalata soran
tulkondenzalodott mitotikus kromoszémakat, magas mitotikus indexet és magas metafazis —
anafazis aranyt, kromoszoéma szegregalodasi hibdkat, valamint nagyszdmu aneuploid és
poliploid sejteket figyeltiink meg. Ezek a sejtosztodas metafazis-szerti gatlasara utaltak. A /mg
gént plazmid-menekitési moddszerrel klonoztuk. A lemming gén kloénozasdval ¢s
szekvenalasaval sikeriilt azonositanunk az APC katalitikus alegységét - az Apcl1 fehérjét -
kodolo gént ecetmuslicaban. Kimutattuk, hogy a lemming lokusz rendkiviili szerkezetii, un.
dicisztronos elrendezésii, ami a prokariotak operonjaira emlékeztetve két kodolo régiot (ORF)
tartalmaz tandem elrendezésben. Ezeket /mgA €és ImgB cisztronoknak neveztiik el. Kimutattuk,
hogy a génrdl egy dicisztronos mRNS irodik at, amelynek legalabb egy része, tovabbi érési
folyamatban monocisztronos mRNS-s¢ hasad. Meghataroztuk, hogy az 5’-végi /ImgA ORF
kodolja a Drosophila APC/C komplex Apcll alegységét. Ezt a tényt a nagyfoku szekvencia
homologia (80% feletti aminosav azonossag) mellett az is aldtdmasztotta, hogy heterolog
komplementacios kisérletekben a Drosophila /mg4 ORF menekitette a sarjadz6 éleszté Apcll
mutansok jellegzetes mutans fenotipusat. Genetikai és fizikai interakcios kisérletekben
kimutattuk, hogy a Lmg fehérje specifikus kolcsonhatast mutat az APC/C Apc2/Mr
alegységével, a Vihar ubikvitin konjugalé (E2) enzimmel. Munkank teremtette meg annak
feltételeit, hogy az Apcll alegységet (¢s az APC komplex funkciondlis analizisét) egy
genetikailag jol kezelhetd, soksejtli intakt organizmusban is vizsgélni lehessen.

Fenti eredményeinkbdl egy kozlemény sziiletett: Nagy O, Pal M, Udvardy A, Shirras CA, Boros I, Shirras AD,
Deak P. (2012) lemmingA encodes the Apcl1 subunit of the APC/C in Drosophila melanogaster that forms
a ternary complex with the E2-C type ubiquitin conjugating enzyme, Vihar and Morula/Apc2. Cell Division
7(1):9.

2. Elesztd harmas-hibrid kisérleteink eredménye azt mutatta, hogy az Apc2/Mr és Apcl1/Lmg
alegységek egylittesen interakciot mutatnak a CG8188 gén altal kddolt fehérjével. Ez a fehérje
nagyfoku szekvencia hasonlosdgot mutat a human Ube2S fehérjével, ami ugyancsak egy
ubikvitin konjugald (E2) enzim, és szerepet tulajdonitanak neki az APC-fiiggd poliubikvitin
lanc 1étrehozasaban a mar monoubikvitinalt célfehérjéken. Feltételezziik, hogy a CG8188
fehérje ubikvitin konjugald enzimként mitkddik Drosophildban, ezért a CG8188 gén mutans
alléljait vizsgaltuk. A fentiek alapjan a CG8188 gént és termékét DmUbe2S elnevezéssel
lattuk el. A gén P elem inszercids alléljai életképesnek bizonyultak. Ez a fenotipus
magyarazhat6 a vizsgalt allélek hipomorf jellegével: a képzddd kevés géntermék elegendd a
gén funkcidjanak ellatdsahoz, ezért null allélokat allitottunk el6. A gén 5' vége elott 85
bazisparra elhelyezkedd P {GawB}CG8188NP4039 elem remobilizalasaval 400 olyan vonalat




hoztunk Iétre, amelyek a P elem ugrasa kovetkeztében a white (w+) szemszin markert
elvesztették. A kozottik megbjé delécidos mutansokat PCR reakcioval azonositottuk, ¢€s
szekvenalassal meghataroztuk a deléciok pontos méretét. A DmUbe2S™"" jeldltben 910
bazisparos delécio képzodott, amely eltavolitotta a gén csaknem kétharmadat, beleértve az
ubikvitin-k6td (UBC) domént kédold régiot. A DmUbe2S*-ben 1409 bazisparos delécios
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tekintheto (lasd 1. abra).
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1. abra A génexpresszioé mértékének vizsgalata RT-PCR-rel az DmUbe2S mutansokban.

Ktrl: kontroll; M: molekulastily marker. Fels6 sorban a DmUbe2S génre specifikus primerekkel kapott PCR
termékek lathatdoak a vad tipusban (Ktrl) és a DmUbe2S mutansokban. Bemérési kontrollként a rpL174
transzkripcid szintet hasznaltuk (als6 sor).

Mindkét DmUbe2S delécidos mutansnak vizsgaltuk az életképességét és mitdtikus fenotipusat
is. A DmUbe2S°"" &s a DmUbe2S""” homozigota allatok életképeseknek és fertiliseknek
bizonyultak. A harmadik stadiumos larvak agyanak és imagokorongjainak fejlédésében ¢€s
megvizsgalva nem volt szignifikans eltérés a vadtipust allatok fenotipusatol. Ezek a kisérleti
eredmények arra utalnak, hogy a DmUbe2S E2 enzimnek — a human Ube2S enzimmel
ellentétben — nincs, vagy elhanyagolhat6 szerepe lehet az APC/C-fliggé poliubikvitin lancok
létrehozasaban normal koriilmények kozott.

A DmUbe2S®"? genetikai kolesonhatast mutat a morula, lemming és vihar génekkel. A
DmUbe2S és vihar valamint a morula és lemming gének kozotti kolcsonhatdst genetikai
interakcios kisérletekben is vizsgaltuk. A DmUbe2S°"” allél felhasznalasaval DmUbe2S° 12,
mr’  és  Dmube2S"?;  Img"**  valamint DmUbe2S??;  vihar’''""/  vihar®?"
kettésmutansokat allitottunk eld, és vizsgaltuk fenotipusukat. El6szor megvizsgaltuk, hogy a
kiindulasi egyes mutansokhoz képest eltolodik-e a kettdsmutansok letalfazisa. Ehhez minden
vonalbol 500-500 L2 stadiumu larvat gyijtottiink és kovettiik egyedfejlodésiiket (1. tdblazat).
A mr? homozigotak 30%-a életképes, a ndstények sterilek. A DmUbe2S° 2. mi? homozigotak
100%-a elpusztult a kikelés elotti farat adult P15(1) stadiumban. Mitoétikus fenotipusukat
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a mr’ mutans mitotikus indexéhez és metafazis-anafézis
aranyéhoz képest a DmUbe2S"? : mr? kettds mutansokban kissé megemelkedik mitozisban és
metafizisban 16v6 sejtek szama (2. tablazat). A mr’ mutdnsokbol készitett preparatumokon
poliploid sejteket egyaltalan nem talaltunk, ezzel szemben a Dm Ube2S”: mr? homozigotak
mitdzisban 1évo sejtjeinek 2.4+2.2 %-a poliploidnak bizonyult (2. tablazat).




Genotipus Letalfazis

DmUbe2561/2 Eletképes

DmUbe2SNP3151 Eletképes

DmUbe2SNP4039 Eletképes

Img03424 Farat adult P15(i)

DmUbe2SNP3151; Img03424 Farat adult P15(i)

DmUbe2SNP4039; Img03424 Farat adult P15(i)

viharS110501/ viharKG02013 90% életképes, farat adult P15(i)
DmUbe2861/2; viharS110501/ viharKG02013 Farat adult P15(i)

Img03424 Farat adult P15(i) (500 larvabdl 57,6+4,2%)
DmUbe2861/2; Img03424 [Farat adult P15(i) (500 1arvabdl 33,4+4,1%)
mr’ 30% ¢életképes, néstény steril, farat adult P15(i),
DmUbe2S°”: mr? Farat adult P15(i)

1. tablazat A DmUbe2S, a DmUbe2S; Img, a DmUbe2S; m#’, valamint DmUbe2S; vihar mutinsok
letalfazisanak kvantitativ meghatérozésa.

A Img"** homozigotik 57,6+4.2%-a farat adult P15(i) babstadiumban pusztul el, mig a
DmUbe28""?; Img™*** homozigotiknak csak 33.4+4.1%-a jut el eddig a stadiumig (1.
tablazat). Azonban lmg0342 * erés mitotikus fenotipusdhoz viszonyitva a Dm Ube28%"”; lmg03424
kettosmutansokban nem tudtunk kimutatni szignifikans kiilonbséget (2. tablazat).

A vihar®''”" / vihar*®*?’5 transzheterozigotak 90%-a életképes, azonban a kikelést koveten
azonnal vagy 1-2 napon beliil elpusztulnak (1. tablazat). Ezzel szemben a DmUbe28"";
vihar’"' "/ vihar*©*?’"  Kkettdsmutansok farat adult P15(i) babstadiumban pusztultak el.
Mitotikus fenotipusukban drasztikus valtozast tapasztaltunk a vikar transzheterozigotakhoz
képest (2. tablazat). A kettésmutansokban tobb mint haromszorosra emelkedett a mitdzisban
1évo sejtek szama, valamint tobb mint kétszeresére a metafazis-anafazis arany. A vihar
mit6zisban 1évé sejtjeinek 17.5+0.9% tilkondenzalt kromoszomat tartalmaz, a DmUbe2S*";
ez az érték a vihar kettésmutansokban 77.1+7.3%-ra emelkedett (2. tdblazat).

Genotipus Pl:e[,)al‘flt,l,lm/ Mit()tikus M:,A Polyploid {&popt()zis Tﬁlkondffnzzilt
Latomez6 index arany % index kromoszoma%o

w!!’s 5/150 1,5£0,1  3+0,3 0 0,5+0,1 0

ube25°” 5/150 1,5402  3,1£0,1 0 0,7+0,2 0

mr’ 6/174 1,4+0,1 33+04 0 1,1+0,3 0

mr’ ; DmUbe2S8%"” 8/234 2,1£0,5  4,6£0,8 24422 1,6+04 0

Img™** 6/135 4,108  4,5+0,7 19,6£5,6 1,4+0,3 40,4+2,9

DmUbe2S""”; Img"** 5/150 4,940,5  4,1£0,3 17,9+7 0,903 37,1+4,1

vil$110301 / yipkG02013 10271 2,607  2,840,8 7,6+2,9 1%0,3 17,5£0,9

3;’1%2%,2356 " Vil 19 8,5+0,9  6,6+2,4 6,6+24 1.6£04 77,1473

2. tablazat Az DmUbe2S*'?, a vihar és a DmUbe2S""”; vihar mutansok mitotikus fenotipusanak kvantitativ
meghatarozasa. Preparatum/Latomez6: A vizsgalt preparatumok és mikroszkop latdmez6k szama. A mitotikus
index megadja a mitozisban 1évé sejtek szamat egy-egy mikroszkop latdbmezdben. A poliploid % megadja a tobb
mint két kromoszoma garnituraval rendelkezé sejtek szamat a mitotikus sejtek szazalékaban kifejezve. Az
apoptotikus index megmutatja az apoptotikus sejtek szdmanak atlagat egy mikroszkop latomezdben. A
talkondenzalt kromoszoma % megadja tulkondenzalt kromoszomakat tartalmazo sejtek szamat a mitotikus sejtek
szazalékaban kifejezve.




A fenti eredmények arra utalnak, hogy ugyan a DmUbe2S gén nem létfontossagu, azonban jol
kimutathaté genetikai kdlcsonhatast mutat a morula, lemming és vihar génekkel.

A DmUbe2S mutansok érzékenyek mitozist gatlo szerekkel szemben. Noha a DmUbe2S
funkcié kiesése Drosophilaban nem bizonyult kritikusnak az APC/C-fiiggd ubikvitilacios
folyamatban, az eldzdekben ismertetett genetikai interakcios kisérleteink és irodalmi adatok
alapjan feltételeztiikk, hogy esetleg az APC/C miikodését meghatdrozd orso-Osszeszerelési
ellendrzési mechanizmusban lehet szerepe. Ennek tesztelésére DmUbe2S mutansok kolhicin
¢és docetaxel mitdtikus gatloszerekkel szembeni érzékenységét vizsgaltuk. Ezek a szerek a
mikrotubulusok normalis mikodését gatolva, aktivaljak az orso-Osszeszerelési ellendrzési
mechanizmust.

A vad tipusu allatokra 1uM kolhicin még nem bizonyult toxikusnak, az allatok tébb mint
90%-a ¢letképes, fertilis imagova fejlodott (2. abra). Ezzel szemben a DmUbe2S hipomort €s
null muténsai kevesebb, mint 50%-ban élték tal a kezelést. SpM-os koncentracional a vad
tipust allatok 70%-a tlél, azonban a DmUbe2S mutansoknal ez az érték 15% ala csokken, sot
a DmUbe28*"” null mutans esetében a letalitas 100%-os volt. A 10 és 15 uM koncentracioju
kolhicin hatasara a vad tipust 4allatoknak még 30%-a, illetve 8%-a ¢életképes, de a
DmUbe28*** hipomorf mutansoknal ez az érték atlagosan csak 6% és 1%-nak bizonyult (2.
abra).
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2. abra. A DmUbe2S mutansok érzékenységek kolhicinnel szemben. Az oszlopok kiilonb6zo
végkoncentracioban alkalmazott kolhicin hatasat mutatjak az életképességre. Az életképes adult % megadja a
kezelt allatokbol kifejlédott imagok aranyat.

A docetaxel kezelés hatasara a DmUbe2S mutansok a kolhicin kezeléshez hasonld
érzékenységet mutattak (3. dbra). A vad tipusu allatok az SuM docetaxel kezelést 80%-ban
tulélik, mig az DmUbe2S mutansoknak csak 10-30%-a. 15uM koncentracional a vad tipust
allatok 25%-a életképes imagova fejloédott, azonban a DmUbe2S" "% és DmUbe2S° 1”2
mutansokra 100%-ban letalisnak bizonyult (3. dbra).
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3. abra A DmUbe2S mutansok érzékenységet mutatnak docetaxellel szemben. Az oszlopok kiilonboz6
végkoncentracioban alkalmazott docetaxel hatasat mutatjak az életképességre. Az életképes adult % megadja a
kezelt allatokbdl kifejlédott imagok ardnyat.

A fenti kisérleti eredmények azt bizonyitjak, hogy a DmUbe2S mutansok nagyfoku
érzékenységet mutatnak az ors6-0sszeszerelési ellenérzési mechanizmust aktivalo kolhicin és
docetaxel mitotikus gatloszerekkel szemben. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a DmUbe2S
génnek az orso-0sszeszerelési ellendrzési mechanizmusban lehet szerepe Drosophilaban.

A mad2 funkcié hianya menekiti az DmUDbe2S kolhicin érzékenységét. Megvizsgaltuk,
hogy mi torténik a DmUbe2S mutansainkban kolhicin kezelés hatdsiara, ha az orso-
Osszeszerelési ellenérzési mechanizmus inaktivalt allapotban van. Ehhez az orso-
Osszeszerelési ellen6rzési mechanizmusban résztvevd egyik gén, a mad2 szemiletalis
alléljével (mad2"?'%"") ¢s a DmUbe2S*"—el kettésmutanst allitottunk eld. A DmUbe2S*";
mad2"?"%"! homozigota larvakat - az elézekben ismertetett kisérletekben és az ezekben
hasznalt végkoncentraciokban - kolhicinnel kezeltiik (4. abra).
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4. abra A mad2 menekiti DmUbe2S kolhicinnel szembeni érzékenységét. Az oszlopok kiilonb6z6
végkoncentracioban alkalmazott kolhicin hatdsat mutatjdk az életképességre. Az életképes adult % megadja a
kezelt allatokbol kifejlodott imagok aranyat %-ban kifejezve.




Azt tapasztaltuk, hogy mind a mad2?"%"! mind pedig a DmUbe2S?; mad2""?1%7! kettds
homozigoétak a vad tipusu allatokhoz hasonld érzékenységi fenotipust mutattak. Még a
legnagyobb, 15uM végkoncentracioban alkalmazott kolhicin hatdsara is voltak életképes
imagova fejlédatt allatok (4. dbra). Kontrollként a DmUbe2S° 2 mutanst hasznaltuk, amely a
korabbi kisérletekben kapott eredményekhez hasonldan, csak a legkisebb koncentracidban
alkalmazott kolhicint élték til. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a Mad2 hianya képes volt
menekiteni a DmUbe2S mitdtikus gatlast kivaltd szerekkel szembeni érzékenységét, és
ugyancsak azt tdmasztja ald, hogy a DmUbe2S génnek az orsd-Osszeszerelési ellendrzési
mechanizmusban van szerepe Drosophilaban.

A DmUbe2S-sel kapcsolatos eredményeinket eddig egy tudomanyos konferencian ismertettiik: (Nagy O, Pal M,
Udvardy A, Boros I, Shirras AD, Deak P. The catalytic module of the Anaphase Promoting Complex in
Drosophila melanogaster, Ubiquitin-like Molecules in Disease Meeting, Cambridge, UK, 2011).

Az eredményeket tartalmazo kézirat elkésziilt, ezért reményeink szerint még 2012-ben folyodiratcikk forméban is
megjelenik.

3. Az APC alegységeket kodold géneket érintd mutdnsok izolaldsa és jellemzése lehetdséget
adott arra, hogy egy tudomanyos egyiittmiikodés keretében (Mary A. Lilly, Cell Biology and
Metabolism Branch, Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human
Development, NIH, Bethesda, MD, USA) megvizsgaljuk az APC szerepét a modosult
sejtciklus, az endomitozis, vagy endoreduplikdcié szabalyozasaban. Ez a specialis sejtciklus -
amelyben ismétlddé DNS replikacids ciklusok jatszoédnak le sejtosztddas nélkiil - igen
elterjedt mind a névény, mind pedig az allatvilagban. Munkank kezdetéig rendelkezésre allo
kisérleti adatok arra utaltak, hogy az endomito6zis szabalyos lefutasa a Ciklin E/Cdk2 komplex
oszcillalo aktivitdsanak koszonhetd. Kisérleteinkben a petekamrakban taldlhatd politén
dajkasejtek kialakulasat kovettiik APC alegység-mutansokban és vad tipusu allatokban.
Alegység-mutansaink részletes genetikai €s immunhisztokémiai analizisébol nyert adatok arra
utalnak, hogy az APC ciklikus aktivitast mutat az endoreduplikacios ciklusok soran, és ez
sziikséges a ciklusok szabalyos lefutasdhoz. Az APC aktivitasi gorbéje éppen ellentétes a
Ciklin E/Cdk2 komplex aktivitasi gorbéjével: amikor az egyik komplex aktivitasa magas,
akkor a masik aktivitdsa minimalis, és forditva. Alacsony APC és magas Ciklin E/Cdk2
aktivitasi periodus teszi lehetdvé a replikacids origdk ismétlodo feltoltodését, és igy az G/S
endociklusok lefutasat. Eredményeink hozzajarultak a sejtciklus szabalyos lefutasat biztositd
oszcillator természetének meghatarozasahoz.

Ezekbdl az eredményekbdl egy kozlemény sziiletett: Narbonne-Reveau K., Senger S., Pal M., Herr A,
Richardson H.E., Asano M., Deak P. and Lilly M.A. (2008) APC/C"“™! promotes cell cycle progression
during the Drosophila endocycle, Development 135(8):1451-1461.

Poliubikvitin-kotd receptorokkal kapcsolatos eredmények

A projektnek ez a része folytatdsa a palyazat egyik résztvevdje, Udvardy Andor, egy korabbi
OTKA palyazatanak, amely 2007-ben zarult le, ezért ezeket a vizsgalatokat ¢ fogta dssze €s
irdnyitotta. Eléallitottuk az eddig ismert poliubikvitin receptorokat kodolo gének mutansait és
az ezekre specifikus transzgenikus RNS-interferencia vonalakat. Ezt kovetéen meghataroztuk
a poliubikvitin receptorokat kodoldé gének expresszidjanak egyedfejlodési mintazatat.
Létrehoztuk a mutansok kettds ¢és harmas-mutans kombinacidit, és vizsgaltuk ezek
fenotipusat. Kideriilt, hogy a nem létfontossagti Ddil és Rad23 gének kettds mutansai is
¢életképesek. Meghataroztuk, hogy a p54-Ddil, p54-Rad23, valamint a Dsk2-Ddil és Dsk2-




Rad?3 kettosmutansok letalis fenotipusa megegyezik a p54 és Dsk2 mutdnsok bab-letalis
fenotipusaval. A létfontossagu p54 és Dsk2 gének mutansaiban nem figyelhetd meg a
poliubikvitinalt fehérjék jelentds felhalmozodésa, ezért feltételezziik, hogy ezek letalitasaért
nem a funkcid altalanos kiesése, hanem egy bizonyos létfontossagu fehérje szabalyos
degradaciojanak a zavara felelds. Megallapitottuk, hogy a Dsk2 taltermelése okozta fejlodési
rendellenességek és letalitdas menekithetd volt a p54 receptor taltermelésével. Kimutattuk,
hogy a Dsk2 receptor proteaszomahoz vald kétédéséhez sziikséges a pS4 receptor jelenléte.
Végiil bizonyitottuk, hogy a p54 fehérje ubikvitinaltsagi allapota hatarozza meg fizikai
kolcsonhatasat az extraproteaszomas poliubikvitin receptorokkal.

Az eddig ismert poliubikvitin receptorokkal kapcsolatos vizsgélati eredményeink arra utaltak,
hogy valoszintileg tovabbi, még ismeretlen ubikvitin receptorok miikddhetnek a sejtekben.
Bioinformatikai modszerek felhasznalasaval sikeriilt azonositani egy 11j poliubikvitin receptor
gént, ami a Drosophila adatbazisban, a FlyBase-ben a CG31528 jelolést viseli. Az altalunk
azonositott j ubikvitin receptor szekvencia-analizise arra utal, hogy a mar ismert Ub-
receptorok koziil a Dsk2-vel mutat legnagyobb hasonlosagot. Mivel a CG31528 génnek nincs
mutans allélja, ezért transzgenikus RNS-interferencia vonalakat allitottunk el6, amelyekben az
¢lesztd GAL4 transzkripcios faktorral szovet €s fejlodési-stadium specifikusan gatoltuk a gén
expressziojat. Eredményeink azt mutatjak, hogy altalanos GAL4-driverekkel (actin5C-GALA,
vagy daughterless-GAL4) indukalva, az RNS-interferencia jelentés mértékben (mintegy 90%-
al) csokkentette a génkifejezodést, aminek eredményeként szemiletalis fenotipust kaptunk. Ez
az eredmény arra utal, hogy a CG31528 gén a Dsk2 és p54 génekkel egyiitt az esszencialis
poliubikvitin receptort kodol. Az uj receptor részletes jellemzését kapacitdshiany miatt nem
tudtuk elvégezni a palyazat futamideje alatt.

Poliubikvitin-kotd receptorokkal kapcsolatos eredményeinket harom kozleményben kozoltiik:

Lipinszki Z, Kiss P, Pal M, Dedk P, Szab6 A, Hunyadi-Gulyas E, Klement E, Medzihradszky KF, Udvardy A.
(2009) Developmental-stage-specific regulation of the polyubiquitin receptors in Drosophila melanogaster,
Journal of Cell Science, 122:3083-92.

Lipinszki Z, Pal M, Nagy O, Deak P, Hunyadi-Gulyas E, Udvardy A. (2011) Overexpression of Dsk2/dUbqln
results in severe developmental defects and lethality in Drosophila melanogaster that can be rescued by
overexpression of the p5S4/Rpn10/S5a proteasomal subunit, FEBS Journal, 278(24):4833-44.

Lipinszki Z, Kovacs L, Deak P, Udvardy A. (2012) Ubiquitylation of Drosophila p54/Rpn10/S5a regulates its
interaction with the UBA-UBL polyubiquitin receptors, Biochemistry 51(12):2461-70.

Dezubikvitinalo enzimekkel kapcsolatos eredmények

Jelent6s elorehaladast értiink el azoknak az ubikvitin-kotd fehérjéknek a jellemzésében,
amelyek funkcidja a poliubikvitin lanc eltdvolitdsa a szubsztrat fehérjékrdl, és/vagy
monoubikvitinekre torténd hasitasa. Ezeket dezubikvitindzoknak, vagy DUB enzimeknek
nevezzikk. A DUB-okat kodolé gének azonositisdban bioinformatikai modszereket
alkalmaztunk, kihasznalva azt a tényt, hogy a dezubikvitilalo enzimek aminosav-szekvenciaja
evoluciosan konzervalt.

Negyven DUB-ot kédolé gént azonositottunk Drosophilaban. Az UniProt adatbazisban
fellelhetd ismert éleszté ¢és humdn DUB szekvenciakat felhasznalva BLAST keresést
végeztiink. A bioinformatikai munka elsé 1épése az egyes DUB alosztalyokra jellemzd
konzervalt katalitikus domének azonositasara korlatozodott. Ennek soran 24 USP, 7 OTU, 4
UCH, 1 MJD ¢és 4 JAMM alosztalyba sorolhaté Drosophila dezubikvitilalé enzim-szekvenciat
azonositottunk. A tovabbiakban a szekvencidk katalitikus doménjein kiviili részeket




vizsgaltuk, és az egyes Drosophila DUB-okhoz human és (amennyiben létezik) élesztd
ortologokat rendeltiink. Az ortolégok azonositasat megkonnyitette az a tény, hogy a legtobb
dezubikvitilalé enzimnek a konzervalt katalitikus doménen kiviil egyéb funkcionalis doménjei
is ismertek. Ilyenek példaul az ubikvitin k6t6 domének, mint az UBP tipusu cink-ujj domén
(ZnF-UBP), az ubikvitin interakciés motivum (UIM) vagy az ubikvitin asszociaciés domén
(UBA). Az egyes domének jelenléte vagy hidnya, illetve sorrendje jellemzdé egy adott
dezubikvitilaldé enzimre. Ezeket az informaciokat felhasznalva 21 élesztd és 53 human DUB-
nak 40 Drosophila ortologjat azonositottuk. A szambeli kiilonbség onnan adodott, hogy egyes
esetekben egy ¢élesztd DUB tobb Drosophila fehérje ortologja, illetve egyes Drosophila DUB-
oknak két vagy tobb human ortologja is van. Ennek magyarazata az lehet, hogy a tobbsejtiiek
evolucioja soran tobbszor bekdvetkezett gén, vagy genom duplikacio.

A homoldgia sziliréssel azonositott Drosophila DUB géneket érinté 58 transzgenikus RNS
interferencia vonalat és 16 P elem inszercids torzset sikeriilt beszerezniink. Egyes génekre
tobb fiiggetlen transzgenikus RNS interferencia vonal és P elem inszerciés mutans is
rendelkezésiinkre allt, igy lehetdségiink nyilt egy adott gén tobb filiggetlen alléljanak
vizsgalatara is. Azt, hogy a vizsgalt DUB-ok koziil melyek funkcioja létfontossagu, ugy
allapitottuk meg, hogy az egyes géneket érinté RNS interferencia indukalasa utan
megvizsgaltuk az allatok életképességét és fertilitasat, megallapitottuk a letalfazist. A P elem
inszercios mutansok esetében a homozigotak letalfazisat néztik. A kiilonbozo allélok
letalfazisara vonatkoz6 informacidkat 0sszegezve megallapitottuk, hogy 17 DUB gén hidnya
nem befolyasolja az allatok életképességét ¢s fertilitasat, tovabba 2 DUB hidnya esetén az
allatok taléltek ugyan a felndtt korig, de sterilek voltak. Huszonegy DUB hianya
eredményezett eltérd foku letalitast, ebbdl 3 esetben szemiletalis, 7 esetben farat adult letalis,
3 bab ¢és 8 larva letdlis fenotipust tapasztaltunk a gén csendesitése vagy hidnya
eredményeként.

Megvizsgaltuk a torzsek citoldgiai fenotipusat is, €s ennek soran harom gént azonositottunk,
amelyek funkciojanak kiesése jelent6sen megndvekedett apoptozist eredményezett. Ezek
koziil a CG12082 gént vizsgaltuk részletesen.

A CG12082 gén csendesitése apoptéotikus fenotipust eredményez. A CGI12082 génre
specifikus RNS interferenciat egy altalanos expressziot biztositd aktin5C-Gal4 driverrel
indukaltuk. Az RNS interferencia hatasara lecsokkent a CG12082 génrél képzodd mRNS
mennyisége (5. abra), ami az allatok pusztulasat okozta korai babstadiumban.

A géncsendesitett larvak agyabol mitotikus preparatumokat készitettiink, amelyeken 0sszesen
150 latomezot szamoltunk le. Meghataroztuk a mitdzisban 1€évo sejtek aranyat, a mitdtikus
indexet (MI), a metafazis-anafazis aranyt (M:A) és az apoptozisban 1évo sejtek aranyat,
vagyis az apoptozis indexet.

5. abra Az indukalt CGI2082 specifikus RNS

Ms Kontrell  Indukalt interferencia (felso sor, jobboldali minta) lecsdkkentette
Ci’;g?g a célgénrodl képz6dd mRNS mennyiségét a nem indukalt

: kontrollhoz képest (fels6 sor, baloldali minta). Az

1k —p . . N
700 hl: , E caizesr  rpL17A4 bemérési kontroll mutatja, hogy az 6sszes RNS
mennyisége hasonl6 (alsé sor) mindkét mintaban.

Kontroll preparatumokat a nem indukalt transzgenikus RNS interferencia konstrukciot
hordozo larvakbol készitettiink. A mitotikus indexben €s a metafazis-anafazis aranyban nem
volt szignifikdns eltérés a kontroll és a CGI2082 géncsendesitett allatok kozott. Ezzel
szemben az apoptozis index szignifikdnsan kiillonbozott, a normalis érték dupldjara emelkedett
a CG12082 géncsendesitett larvak agyaban (6. abra).




2.00 6. abra A CGI2082 indukalt RNS interferencia torzs
I I mitdtikus fenotipusa. Az apoptdzis index megemelkedett a
.50 géncsendesitett allatokban (RNSi). MI: mitotikus index, M:A:

2.00 = kontroll metafazis:anafazis arany, APOPTOZIS: az apoptézis index. -
v ontro *-gal a szignifikans kiilonbséget jeloltik, *<'0,05.
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Orceinnel festett larvalis agypreparatumokon az erdsen fest6do, lekerekitett apoptotikus sejtek
szamanak jelentés megemelkedését tapasztaltuk, ami arra utal, hogy a CG12082 gén szerepet
jatszhat az apoptozis szabalyozasaban. Ezt az apoptotikus fenotipust egy masik modszerrel is
megvizsgaltuk. A Drosophila genetika eszkoztara lehetdvé tette, hogy a transzgenikus RNS
interferenciat csak a szemben indukaljuk. Ebben az esetben az allatok kifejlodtek, a
géncsendesités okozta fenotipust csak az imagok szemének morfologidja mutatta. A CG12082
génre specifikus RNS interferenciat egy szem-specifikus ey-Gal4 driverrel indukalva az
imagok szeme durva felszinli lett, szabalytalanul elhelyezkedd facettakkal (7. abra).

7. abra Vad tipust (A) és a szem-specifikus ey-Gal4
driverrel indukalt CG12082 RNS interferenciat
hordoz6 éllat (B) szeme. A szemkezdemény sejtek
apoptozisa rendellenes facettak kialakuldsdhoz vezet
a géncsendesitett allatokban.

Ez a fenotipus szintén a CG12082 gén apoptdzisban jatszott szerepére utalt, mivel irodalmi
adatokbol ismert, hogy az ehhez hasonlo érdes szemfelilletet, a szabalytalanul elhelyezkedd
facettdkat a szemkezdemény sejtek id6 eldtti elhalasa okozza.

A CG12082 gén delécios alléljainak erds apoptotikus fenotipusa van. Egy erésebb
fenotipus reményében a CGI2082 gén 5° nem kodold régiojaba, illetve a 3’ régioba
inszertalodott P elemek remobilizacigjaval két delécios null allélt allitottunk eld (8. dbra). A
deléciokat a gént kozrefogd primerparral végzett PCR  segitségével detektaltuk.
Szekvenaldssal pontosan meghataroztuk a delécidk hosszat és toréspontjait. Az 5° P elem
remobilizacigjaval eldallitott 5-118/2 delécid 2147 bp kiterjedéstinek bizonyult, ami kiejti a
start kodont és a kodold szekvencia jelentds részét, igy a génrél nem képzédhet mRNS és
fehérje sem. A 3’ P elem remobilizacidjaval egy kisebb, 275 bp hosszusagu deléciot kaptunk,
amit 3-67/1 jeloléssel lattunk el. Ez eltavolitja az enzim aktiv centrumat és az UBA2 domént
kodolo szekvenciat, igy a csonka mRNS-r6l nem képzddhet funkcionalis fehérje.
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8. abra A CG12082 gén szerkezete és a deléciok kiterjedése. Pirossal a gén exonjai vannak kiemelve. A fekete
vonalakon lathatd megszakitott rész a delécio kiterjedését jeloli. Zold nyilak a P elemek inszercids helyét, a kis
kék nyilak a delécios (génen kiviil esd) és RT primerek (az exon3-ban) kt6helyét jeloli.

Mindkét delécios mutans fejlédése L3 larvastddiumban allt le, tehat az RNS interferencia
okozta babstadiumbeli letalitishoz viszonyitva a delécios allélok erdsebb fenotipust
produkalnak. Ezt tapasztaltuk a delécidos mutansok apoptoétikus fenotipusaban is. Ehhez a
CG12082°9"/ CG12082° "5 deléciés transzheterozigota, illetve a homozigbta larvak
agyabol és szarny imaginalis diszkuszaibdl készitett, akridin naranccsal festett preparatumokat
vizsgaltunk. Az L3 stddiumban stagndldo larvak agydban ¢és imagokorongjaikban
nagymértékben megemelkedett az apoptotikus sejtek szama (9. abra, B és D).

9.4bra A vad tipusi (A ¢és C) és CGI2082 delécios
transzheterozigota (B és D) larvak agyabol (B) illetve szarny
diszkuszabol (D) akridin narancs festéssel készitett preparatumok.
Az 5-118/2 és 3-67/1 deléciés homozigotadk agya is a
transzheterozigotakéhoz hasonld fenotipust mutatott. A kis zold
pontok az apoptotikus sejteket jelolik.

A CG12082 delécios null mutansokban tapasztalt erés apoptotikus fenotipus alatamasztotta a
gén szerepét az apoptdzis szabalyozdsaban. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy ez a
szabalyozd szerep p53 fliggd, vagy attdl fliggetlen mechanizmus szerint valosulhat meg. Ezt a
kérdést a proapoptétikus marker gének expresszidjanak vizsgalataval valaszoltuk meg.

A CG12082 mutansokban megemelkedik a p53-fiiggo proapoptotikus gének
expresszidja. Az apoptozis p53-fiiggd, vagy fiiggetlen itvonalat kdvethet. A reaper (rpr), hid
és a grim proapoptotikus gének Drosophildban gatoljak az apoptdzis inhibitor fehérjéket
(IAP-ket) és igy hozzéjarulnak a kaszpdazok aktivaciojahoz. Koziiliik a rpr és a hid p53-fiiggo,
mig a grim p53 fiiggetlen. RT-PCR-rel megvizsgaltuk ezeknek a proapoptotikus géneknek az
expressziojat a CG12082 null mutans larvak agyaban. Azt tapasztaltuk, hogy a p53, a rpr és a
hid gének expresszidja megemelkedik a CG/2082 delécios null mutansokban (10. 4bra).
Ugyanakkor a grim normalisan nagyon alacsony expresszidja valtozatlan marad. Ez arra utal,
hogy a mutadnsokban tapasztalt apoptotikus fenotipus p53-fiiggd ttvonalat kdvet. A CG12082
gén altal kodolt fehérje ennek az titvonalnak a szabalyozasaban jatszhat szerepet.
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Ms Kontroll cG12082
kb nHl matang 10. abra A proapoptétikus gének expresszidja a CGI12082 mutans
agyaban és imagokorongjaiban. A rpr, a hid és a p53 gén expresszidja

megemelkedett, ellenben a grim expresszidja nem valtozott.
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A CG12082 gén a human USPS és az éleszté6 Ubpl4 ortologjat kédolja. CGI12082
Drosophila génrdl képzddo feltételezett fehérje szekvencidjanak bioinformatikai analizise azt
mutatta, hogy ez a DUB enzim a human USPS5 illetve az éleszt6 Ubpl4 fehérjékkel mutat
nagymértékii (60%-os) szekvencia homologiat. Ezekben az enzimekben a poliubikvitin
lancokkal vald kdlcsonhatasaért az UBP tipusu cinkujj (ZnF-UBP) illetve az UBA1 és UBA2
funkcionalis domének a felelések. A poliubikvitin lanc hasitasat a ciszteint €s hisztidineket
tartalmazo aktiv centrum végzi. Az emlitett doméneket azonositottuk a Drosophila fehérjében
is, sOt ezek topoldgiai elrendezése is megegyezik. A doméneken beliil fokozottabb
konzervaltsag figyelhetd meg, ami funkcionalis jelentdségiiket bizonyitja.

Hasonlo szerkezetlikb6l adoddan, ezek a fehérjék hasonld folyamatokban jatszhatnak
szerepet. A funkcionalis megfelelés tigy vizsgalhat6 legkonnyebben, hogy megnézziik, vajon
az egyik organizmusbodl szarmazo fehérje képes-e ellatni egy masik organizmusban a hozza
hasonlo szerkezetli fehérje feladatat. Mi az élesztd Ubpl4 és a Drosophila ortologja kozotti
funkcionalis homolégiat vizsgaltuk egy heterolog menekitési kisérlet keretében.

A CG12082 menekiti az éleszté6 Ubpl4 mutans kanavanin-érzékeny fenotipusat. Arginin
hianyéban a taptalajhoz adagolt arginin analdgot, a kanavanint, a sejtek beépitik a fehérjéikbe.
A kanavanin beépiilése azonban térszerkezeti valtozasokhoz vezet, €s a karositott fehérjék
poliubikvitilalédnak és a proteaszéma lebontja Oket. Az Ubpl4 muténs élesztOsejtekben a
kanavanin altal karositott fehérjék nem bomlanak le, igy a felhalmozodo rossz térszerkezetii
fehérjék aggregatumai toxikusak ezekre a sejtekre. Ez a magyarazata az Ubpl4 mutans
élesztisejtek kanavanin-érzékeny fenotipusanak (11. abra).
kanavanin mentes 0.5 ug/ml kanavanin 11. abra Vad tipusfl és  kiilonb6zo
genotipusi  Ubpl4 mutans élesztdsejtek
(dubp14) novekedése kanavanin-mentes €s
0.5 pg/ml kanavanint tartalmazo6 taptalajon.
Aubp14 Az éleszt6k lineris higitasi sorban voltak
Aubp14 + CG12082 szélesztve, az egyes oszlopok az el6zd
koncentracio  felére  higitott  élesztd
szuszpenzionak felelnek meg.

vad tipus

Heterolog transzformacids kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a Drosophila CG12082
cDNS-t az Ubpl4 mutans élesztében kifejeztetve menekitette azok kanavanin-érzékeny
fenotipusat, tehat a Drosophila fehérje képes ellatni az élesztd Ubp14 funkcidjat (11. abra).

A CG12082 géntermék hianyaban felhalmozédnak a poliubikvitin lancok. Ismert, hogy
az Ubpl4 gén gatlasa élesztében a poliubikvitin lancok felhalmozodasahoz vezet. Ez avval
magyarazhatd, hogy az enzim funkcidja a proteaszomalis fehérjedegradacio utan visszamaradt
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poliubikvitin lancok elbontisa. A CGI12082 RNS interferencia ¢és null mutinsokon
poliubikvitin specifikus ELISA-val végzett méréseink azt mutattak, hogy CG12082 funkcio
hianyaban, Drosophilaban is felhalmozddnak a poliubikvitin lancok (12.4bra).

— .

12. dbra A poliubikvitin ldncok koncentracidja a CGI2082 gén
50

expresszidjanak csendesitése (RNSi) és szekvencidjanak kiejtése esetén. *
w0 a szignifikans kiilonbséget jeloli, *<'0,05.
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A hipomorf fenotipust mutatd RNS interferencias allatok esetében a poliubikvitin lancok
koncentracioja 2,5-szorése volt a vad tipusénak. A deléciés null mutans esetében a

c s ey

A poliubikvitin lancok feldaraboldsdban jatszott evolucidsan konzervalt funkcido megerdsiti,
hogy a Drosophila CG12082 gén terméke az éleszté Ubpl4 és a human USPS5 ortologja, ezért
a gént és termékét DmUspS jeloléssel lattuk el. A poliubikvitin processzalasi funkcio
konzervaltsaga alapjan feltételezhetd, hogy a fehérje apoptdzis szabalyozasaban jatszott
szerepe is evoluciosan konzervalt lehet. Itt ismertetett eredményeink tudomanyos jelentoségét
emeli, hogy az USP5 apoptotikus funkcidjat még nem vizsgaltadk mas organizmusban.

A Drosophila DUB-okkal és DmUspS5 vizsgalataval kapcsolatos eredményeinket eddig két hazai és harom
nemzetkdzi tudomanyos konferencian ismertettiik:

Kovacs L, Nagy O, Pal M, Popescu O and Deak P: Characterization of the DmUsp5 deubiquitylation gene in
Drosophila melanogaster, FEBS Advanced Lecture Course, Trends in Genetics: Genomic Instability and
Pathways of Response, Jerevan, Orményorszag, 2011.

Kovacs L, Nagy O, Pal M, Popescu O and Deak P: Az USP5 és az apoptozis kapcsolata Drosophila
melanogasterben, Magyar Biokémiai Egyesiilet 2011. évi Vandorgyilése, Pécs, 2011.

Kovacs L, Nagy O, Pal M, Popescu O and Deak P: Characterization of the DmUsp5 deubiquitylation gene in
Drosophila melanogaster, Ubiquitin-Like Molecules in Disease Meeting, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, 2011.

Kovacs L, Nagy O, Pal M, Popescu O és Deak P: Egy dezubikvitilalo enzim genetikai jellemzése
Drosophildban, IX. Magyar Genetikai Kongresszus és X V1. Sejt- és Fejlédésbiologiai Napok, Siofok, 2011.

Kovacs L, Nagy O, Popescu O and Deak P.: Deubiquitylation and apoptosis, From molecules to life and back
FEBS 3+ Meeting , Opatija, Horvéatorszag, 2012.

Az eredményeket tartalmazo kézirat elkésziilt, ezért reményeink szerint még 2012-ben folydiratcikk forméaban is
megjelenik.

Kérem, hogy a projekt eredményességének mindsitését az OTKA kés6bb modositsa a
zarojelentésben emlitett két kézirat sikeres kozlésének fiiggvényében.

Szeged, 2012. augusztus 28. Deak Péter
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