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1. Bevezetés

1.1. Irodalmi attekintés

A sejtciklus egy igen szigoruan szabalyozott folyamat, mivel hibai sulyos
kovetkezményekkel jarnanak az adott sejtre, illetve organizmusra nézve. A szabalyozasi
mechanizmus kozpontjaban a ciklin-fiiggé kinazok (Cdk-k) és az ubikvitin-fliggd
fehérjelebonto rendszer all. A Cdk-k szabalyozo partnerének a ciklineknek és a sejtciklus
egyéb szabalyozo fehérjéinek megfelelé idében torténd lebontasa biztositja, hogy a
sejtciklus eseményei megfelel6 idében és sorrendben jatszodjanak le. Az ubikvitin-fiiggo
fehérjelebontas két fazisban torténik meg. Eloszor egy enzimkaszkad poliubikvitin lanccal
jeloli meg a bontasra érett fehérjéket, amit a poliubikvitin receptorok ismernek fel,
amelyek el is szallitjak a megjelolt fehérjéket a lebontas helyszinére a 26S

proteaszomahoz.

1.1.1. Az ubikvitin és az ubikvitilacio folyamata

A lebontasra keriil6 fehérjék poszttranszlacios modositassal jel6l6dnek meg. A jel6lé
molekula a mindossze 76 aminosavbol allo, 8 kDa tomegii és erésen konzervalt unikvitin.
Az ubikvitin molekulak kovalensen kapcsolodnak a célfehérjékhez a karboxi-terminalis —
Arg-Gly-Gly76-COO" motivumnal fogva. Az ubikvitin globularis molekula (1. abra),
amelynek legfontosabb elemei a hét lizin oldallanc (K6, K11, K27, K29, K33, K48 és
K63), amelyekhez izopeptid kotéssel twjabb ubikvitin  fehérjék kapcsolodhatnak. Az
ubikvitin molekuldk egy része mas fehérjékkel fuzionalva szintetizalodik és egy érési
folyamat soran vagodik le onnét, mas része pedig linearis poliubikvitinként szintetizalodik,
ami késébb darabolodik fel monomerekre (Wilkinson és mitsai., 1981;Hershko és
mtsai.,1981)

Az ubikvitin molekula egy legalabb haromtagi enzimkaszkad segitségével kapcsolodik a
célfehérjéhez (2. abra). A folyamat elsé enzime az ubikvitin-aktivalo (E1) enzim, amely az
ATP molekula energiajanak felhasznalasaval aktivalja az ubikvitint. Az aktivalas utan az E1

enzimrdl az aktivalt ubikvitin molekula atkeriil az ubikvitin-konjugalo, vagy E2 enzimre.



Az E3 ubikvitin-ligaz kolcsonhatasba 1ép az E2-ubikvitinnel és a cél fehérjével,
katalizalja az izopeptid kotés kialakulasat a célfehérje valamely Kitiintetett lizinjének,
epszilon-aminocsoportja ¢és az ubikvitin C-terminalis Gly76 karboxil-csoportja ko6zott. Mivel
az ubikvitin ligaz enzim hatarozza meg a folyamat szubsztratspecifitasat, nem meglepé, hogy

tobb szaz féle ismert.

N-terminus

== Lysine 63
~

C-terminus
®Lysine 48

1. abra Ubikvitin szerkezeti modellje, néhany kitiintetett lizin oldallanc feltiintetésével
(Roger Dodd, 2008)

Az ubikvitin-ligazok allhatnak egyetlen fehérjébol vagy lehetnek komplexek. Két £6
csoportjuk van. A HECT (Homologs to the E6AP C-Terminus) domént tartalmazé E3-ak
aktiv ciszteinje atveszi az ubikvitint az E2-r6l és kozvetleniil épiti ra a szubsztratra. A RING
(Really Interesting New Gene) fingert tartalmazé E3 ligazok, nem alakitanak ki kovalens
kotést az ubikvitin molekulaval, kozvetetten juttatjak azt at a szubsztratra. Az ubikvitinacio
folyamataban résztvevé enzimek legujabban felfedezett csoportja az E4 ubikvitinlanc
elongacios faktorok, melyek U-doménnel rendelkeznek. Szerepiik a megfelelé hossztsagu
poliubikvitin lanc 6sszeszerelésében lehet, de pontos szerepiik egyelére még nem tisztazott
(Glickman és mtsai., 2002).

Az enzimkaszkad tagjai kiilonb6z6 szamban fordulnak el6 az élélényekben. Az E1
enzimek fordulnak eld legkisebb szamban. Fajonként egy, illetve emlésokben ketté E1
enzim ismert (Sjoerd J. L. van Wijk mtsai. , 2009). E2 enzimbdl eddig 30 kiilonbozot

azonositottak. Szamuk fajonként valtozo. Elesztében példaul tizenegy E2 enzim ismert.
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2.abra Az ubikvitin-fiiggo fehérjelebonto rendszer vazlata

A célfehérjéhez kapcsolodott ubikvitin szignal allhat egyetlen ubikvitin molekulabol
vagy tobb kiilonallo ubikvitin molekulabol vagy egy, legalabb két tagbol allo poliubikvitin
lancbol. A négy vagy tobb tagbol allo poliubikvitin lanc lehet folytonos vagy elagazo.
(Baboshina és mtsai., 1996; Hofmann és mtsai., 1999; Koegl és mtsai., 1999)

A struktarajukban kiilonb6z6é poliubikvitin lancok mas-mas sorsot jeldlnek ki a
megjelolt fehérje szamara. Példaul a K48, K29 és K11 kapcsolt poliubikvitin lanc a
fehérjéket proteaszomalis degradaciora itélheti. (Chau és mtsai., 1989; Jin és mtsai., 2008;
Koegl ¢és mtsai., 1999) A K63 kapcsolt poliubikvitin lanc a DNS-hibajavito
mechanizmusban és jelatviteli utvonalakban jatszik szerepet (Deng és mtsai.,2000; Spence
¢s mtsai., 1995). A K63 kapcsolt monoubikvitinnek azonban mas a szerepe. A sejtfelszini

fenérjék  jelolésében  vesz  részt, melynek  végeredménye internalizacio  és



endoszomaban torténé szortirozas (Hicke és mtsai., 1996; Springael és mtsai., 1999). A
hisztonok monoubikvitinacioja nagyban befolyasolja a kromatin struktarajat és
transzkripcigjat (Levinger és Varshavsky, 1980).

Mint tobb mas posztszintetikus modositas, ugy az ubikvitinacié folyamata is
reverzibilis. Az ubikvitin hozzakapcsolodik egy fehérjéhez és le is vagodhat onnan. Ezt a
folyamatot a sejt szabad vagy fehérjekomplexhez kapcsolt cisztein és metalloproteazai, az

ugynevezett dezubikvitilazok, vagy DUB-ok katalizaljak.

1.1.2. Dezubikvitilaléo enzimek

A dezubikvitilalo  enzimek, képesek eltavolitani az  ubikvitineket a
fehérjeszubsztratrol. A DUB-ok egyik csoportja az ujonnan Szintetizaléodo linearis
poliubikvitin faziok feldarabolasaban jatszik szerepet, ezaltal hozzajarul a monoubikvitinek
szintéziséhez. EQy masik csoportjuk a poliubikvitin lancokbol forgatja vissza a
monoubikvitineket a szabad ubikvitin készletbe, ezaltal kulcsszerepet jatszva a sejt ubikvitin
homeosztazisanak fenntartasaban (Amerik és mtsai, 1997; Nijman és mtsai, 2005; Larsen és
mtsai, 1998).

A dezubikvitilazok a proteazok szupercsaladjaba tartoznak. Az ubikvitin-ubikvitin
vagy ubikvitin-szubsztratfehérje kozti tiolészter kotés hasitasanak mechanizmusa alapjan
cisztein illetve metalloproteaz csoportba sorolhatjuk o6ket. A cisztein proteazok aktiv
centrumaban egy cisztein foglal helyet, amelynek deprotonaloédnia kell, ehhez a hozza
térben kozel elhelyezked6 hisztidin és aszparaginsav nyajt segitséget. E harom aminosav
kozosen alkotja a katalitikus triadot, amely nukleofil reakcioval hasitja a célfehérje és az
ubikvitin kozétti tiolészter kotést. A metalloproteazok kozé tartozé DUB-ok Zn?* ijont
hasznalnak az izopeptid kotés hasitasahoz. A fémiont egy aszparaginsav és két hisztidin
stabilizalja (Ambroggio és mtsai, 2004).

A cisztein proteazok kozé sorolhaté DUB-ok tovabbi négy alosztalyba
csoportosithatéak (3. abra). Megkiilonboztetiink ubikvitin specifikus proteazokat (USP),
ubikvitin C-terminalis  hidrolazokat (UCH), ovarium tumor proteazokat (OTU) és

Machado-Joseph domén tartalmu proteazokat (MJD) (Amerik és mtsai., 2004).
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3.abra A cisztein proteazok kozé tartozo DUB-ok alosztalyainak doménszerkezete

Az ubikvitin C-terminalis hidrolazok (UCH) alosztalyba négy human DUB tartozik
katalitikus doménjeik homoloégiaja alapjan.  Strukturalis és biokémiai vizsgalatok arra
utalnak, hogy az UCH-k elsésorban kis mérettartomanyban mozgé6, 20-30 aminosav
hosszusagt fehérjeszubsztratokrol tavolitjak el az ubikvitineket. A méretbeli gatat egy, az
aktiv centrumot részlegesen eltakaro hurok biztositja, amely csak a kisebb szubsztratokhoz
biztosit hozzaférést (Amerik és mtsai., 2004). Ujabb szerkezeti tanulmanyok valosziniisitik
bizonyos nagyobb méretii szubsztratok megkotését is (Misaghi és mtsai., 2005).

Bar els6ként irtak le az UCH alosztalyba tartoz6 DUB-oKat, sejten beliili funkciojuk
kevéssé tisztazott. Feltehetden elsésorban olyan ubikvitinek eltavolitasaért felelések,
amelyek hibasan konjugalodtak bizonyos sejten beliili nukleofilekhez (példaul glutationhoz,
poliaminokhoz). Masrészt az ubikvitinek bioszintézisénél is fontos szerepet jatszhatnak. Az
UCH alosztaly DUB-jai monoubikvitinekre daraboljak az ijonnan szintetizalodott linearis
poliubikvitin lancokat, illetve bizonyos riboszomalis fehérjékkel fuzionalt ubikvitineket is
lehasitanak. Az UCH-k ezen funkcioja nem tekintheté kizarolagosnak, mivel mas
alosztalyba sorolhato DUB-okr6l is ismert, hogy katalizaljak a linearis poliubikvitinek
feldarabolasat. Néhany tanulmany kimutatta az UCH-k szerepét bizonyos ubikvitilacio altal
szabalyozott folyamatokban is. Az idegsejtekben expresszalodé UCH-L1 szerepet jatszhat a
Parkinson-kor kialakulasaban. E DUB génjének polimorfizmusai csokkenthetik a
Parkinson-kor kialakulasanak valoszintiségét (Leroy és mtsai., 1998, Liu és mtsai., 2002).

Az ubikvitin specifikus proteazok (USP) alosztalyaba tartozik a legtobhb DUB
(Nijman és mtsai, 2005). Ahogyan az E3 ubikvitin ligazok szama emelkedik az evoltcié
soran, hasonloképpen novekszik az USP alosztaly képvisel6ié is. Ez a tendencia arra utal,
hogy az ubikvitilacié specificitasat meghatarozé enzimek egyiitt evolvalodtak az veliikk
ellentétesen hato DUB-okkal (Semple, 2003).

Az USP alosztaly tagjai egy evoluciésan konzervalt USP domént tartalmaznak.

Ezen a doménen beliil helyezkednek el a nagymértékben konzervalodott, katalitikus



ciszteint és hisztidint tartalmazo motivumok. Az cisztein és hisztidin boxok kozti szakasz
300 és 800 bazispar kozott valtozhat. Ennek a szekvencia résznek szabalyozo szerepet
tulajdonitanak (Nijman és mtsai, 2005). Arra is van azonban példa, hogy egy adott DUB a
katalitikus motivumok hianyaban is fontos szerepet jatszik a sejten beliili folyamatok
szabalyozasaban. Példaul az USP39 szerkezetében ugyan tobb USP doménre jellemzd
aminosav is fellelhet6, de nem azonosithat6 a katalitikus cisztein és hisztidin. Ez a fehérje
ugyan nem rendelkezhet izopeptidaz aktivitassal, a szplajszoszomak érésében azonban
1étontossagn szerepet jatszik. Feltételezhet6en a katalitikus oldallancok hianyaban is képes
kotédni az ubikvitinekhez, amelynek lehet funkcionalis jelentésége (Makarova és
mtsai.,2001).

Az USP alosztaly tagjainak nagy szama arra is utal, hogy valtozatos funkciokat
toltenek be a kiilonb6zé ubikvitilacioval kapcsolatos folyamatok szabalyozasaban. Ismert,
hogy az USP-k affinitasa eltéré6 az kiilonboz6 tipust elagazdédast mutatdé poliubikvitin
lancok irant, amely nyilvanvalo funkcionalis kiilonbségekhez vezet (McGouran és
mtsai,2013). Példaul a CYLD izopeptidaz a K63 tipusu poliubikvitin lancokra specifikus.
Ilyen tipust poliubikvitin lanccal elsésorban az NF-«xB jelatviteli utvonal szerepl6i
jelolédnek. A CYLD dezubikvitilaz aktivitasa eltavolitja ezt a nem degradativ szignalt,
amely a NF-kB negativ szabalyozasahoz vezet. Hianyaban a cylindromat6zis nevii tumoros
megbetegedés alakul ki (Courtois, 2008, Brummelcamp és mtsai., 2003, Gutiérrez és mtsai.,
2002). A CYLD kristalyszerkezetéb6l ugy tiinik, hogy ez az enzim az ubikvitin feliilletének
olyan részéhez kotodik, amely csak a K63 tipust poliubikvitin lancokban hozzaférheto.
Hasonlé elven ismerhetik fel szubsztratjaikat azok a DUB-ok is, amelyek mas tipust
poliubikvitin lancokat hasitanak (Sato és mtsai., 2008).

Szamos USP-nek ismert az ubikvitin-ligaz partnere. Sok esetben kozvetlen
interakcié mutathato ki kozottiik. Erre az esetekre példa az USP4-R052, az USP7-MDM2,
azUSP8-GRAIL, az USP20-pVHL, az USP33-pVHL ¢és az USP44-APC kolcsonhatasok
(Marfany és mtsai., 2008, Ventii és mtsai., 2008). Ezeknek a direkt interakcioknak egyik
magyarazata az, hogy a kolcsonhato partnerek ilyen modon kolesondsen szabalyozhatjak
egymast. Példaul az MDM2 ¢és Ro052 ligazok szubsztratjaik hianyaban auto-
ubikvitilalodnak. A veliik asszocialt USP7 és USP4 megfordithatjak ezt a folyamatot
(Clegg és mtsai., 2008, Meulmeester és mtsai., 2005, Wada és mtsai., 2006).

A cisztein tipusi DUB-ok kevésbé ismert alosztalya a Machado-Joseph domént

tartalmazo proteazok (MJD). Ez az alosztaly tekintheté a legfiatalabbnak evolucios



szempontbol, mivel képviseldit ¢élesztében nem sikeriilt azonositani (Nijman ¢és
mtsai.,2005). Emberben négy darab MJD alosztalyba sorolhato DUB ismert. Katalitikus
doménjeik nem mutatnak homoloégiat mas ismert DUB alosztalyok képviseldiével, viszont
az NMR vizsgalatok arra utalnak, hogy a katalitikus triadok térszerkezetének elrendezédése
hasonlosagot mutat a tobbi cisztein proteazéval (Mao és mtsai., 2005, Nicastro és mtsai.,
2005).

Az MJD alosztaly a legjobban jellemzett képvisel6je az Ataxin-3. Az Ataxin-3
génben el6forduld CAG ismétlédések szamanak megvaltozasa az 3. tipusa ataxidhoz, mas
néven Machado-Joseph kornak nevezett sulyos neurodegenerativ betegséghez vezet (OMIM
607047). Mint mas poliglutaminnal kapcsolatos neurodegenerativ betegségek esetében, itt is
a CAG ismétlodések szamanak novekedése eredményezi a hibas térszerkezett fehérjét. A
rosszul tekeredett fehérjék aggregatumokat képeznek, amelyek citotoxikus hatasa tehetd
felel6ssé az idegsejtek pusztulasaért (Li és mtsai., 2002). Az alosztaly tobbi tagjanak
proteaz aktivitasa nem bizonyitott és biologiai szerepiik sem tisztazott még.

A cisztein proteazok negyedik alosztalyat az ovarium tumor proteazok (OTU)
képezik. Ennek az alosztalynak az els6 képvisel6jét Drosophila melanogasterben
azonositottak. A Drosophila otu gén termé¢ke az ovariumok fejlédését szabalyozza.
Bizonyos RNS transzkriptumok lokalizaciojanak és transzlaciojanak szabalyozasaban
jatszik szerepet (Goodrich és mtsai., 2004, Steinhauer és mtsai., 1989). A Drosophila Otu
alapjan olyan tovabbi homologokat azonositottak, amelyek a viralis eredetii cisztein
proteazokhoz hasonlitanak (Makarova és mtsai., 2000). Az alosztaly tagjaira jellemzé a
konzervalt OTU domén jelenléte. Az OTU domén érszerkezetének megfejtésével kideriilt,
hogy a katalitikus triad nem teljes, igy ebben eltér a tobbi cisztein proteaztol. Az aktiv
centrumot a hidrogénhid kotések masfajta halozata stabilizalja (Nanao és mtsai.,

2004).

Bar in vitro kisérletekkel igazoltak, hogy a human OTU alosztalyba tartozo
Otubain-1, Otubain-2 és Cezanne fehérjék dezubikvitilaz aktivitast mutatnak és éleszto két
hibrid kisérletek alapjan ezek a DUB-ok poliubikvitin lancokkal hatnak kéleson, a legtobb
OTU in vivo funkcidja ismeretlen (Balakirev és mtsai., 2003, Evans és mtsai., 2003).



1.2. Drosophila modell organizmus

Szamos elényos tulajdonsaganak koszonhetéen a kétszarnyuak rendjébe tartozo
Drosophila melanogaster, vagy koéznapi nevén ecetmuslica, a genetikai kutatasok egyik
legelterjedtebb modellorganizmusa. Nevét, melanogaster, a himek hasi oldalan 1év6 fekete
foltrol kapta. Tenyészetei kis helyen elférnek, egyszeriien és olcson fenntarthatok, konnyen
kezelhetéek. A him ¢és néstény egyedek konnyen elkiilonithetok egymastol, mivel a himek
genitalis lemezei sotétebbek, bonyolultabbak, mint a néstényeké, és a himek eliilsé 1abain

egy ugynevezett sex-fésii talalhato, amely 6-7 darab, fésti elrendezést sorte sor (4. abra).
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4. abra Ivari dimorfizmus. Baloldalon lathat6 egy him egyed, jobb oldalon egy néstény. Nyillal
jelolve a sex-fésti a him laban. Jol lathatd elkiilonit6 jegy a himek fekete potroh vége..

=
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Egyszertien végezhetdk veliik irdnyitott keresztezések. A ndstény egyedek rendkiviil
fertilisek. A himek altal bejuttatott himivarsejtek a ndstény spermatékajaban tarolodnak,
aminek felhasznalasaval egy megtermékenyitett ndstény tobb napon keresztiil, naponta akar
100 petét is lerakhat.

Generaciés ideje rovid, 25°C-on mindossze 10 nap. Egyedfejlédése teljes
atalakulassal torténik (5. abra). A 0,5mm hosszt petébdl 22 ora alatt fejlédik ki az elsé
stadiumos larva (L1) 25°C-on, amely fejlodési allapotot még tovabbi két larvaallapot (L2 és
L3) kovet. Az L3-as larvastadium végso 8 orajaban az allat vandorolni kezd, és megfelelé
helyet keres a babozodashoz. Az 5 napig tartd bab fejlédési allapot idején az allatok
szamos, morfologiailag jol elkiilonithetd fejlodési allapoton mennek keresztil, majd a

babburokbol kibujik a felnott egyed. A kifejlett ecetmuslica koriil-beliil 1 honapig él.
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A babbdl torténd kikelést kovetden az allatok nem valnak azonnal ivaréretté.
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5. abra Az ecetmuslica egyedfejlédési ciklusa

Az ecetmuslica nagyon jol hasznalhato citologiai vizsgalatokra is, mert
kromoszomakészlete mindossze 3 par testi és 1 par nemi kromoszomabol all. Ezen
tilmenden, a larvak nyalmirigye kiilonleges politén kromoszomakat tartalmaznak, amelyek
1024 DNS szalbdl allnak és jellegzetes savmintazatot mutatnak.

2000 ota az ecetmuslica teljes genomszekvenciaja is ismert és rendelkezésre all. A
Drosophila genom 1,65x 10° bazisparbol all és kozel 13.600 gént tartalmaz.

Az évek soran megannyi kiilonb6zé markermutaciot hoztak létre a genomjaban,
amelyeknek jol megfigyelhet6 fenotipusa van, igy pantlikaként jelolik meg a kromoszomak
meghatarozott pontjait. Nagyrésziik recessziv, de szamos dominans is van kozottik. A
legismertebbek a szemek vagy a test szinét, a sz6rok, a szem vagy a szarnyak alakjat
befolyasoljak.

A génexpresszioé szabalyozasanak mechanizmusa nagy hasonlosagot mutat az
emberéhez. A muslica gének tobb mint felének van human ortolégja, és az emberi 6rokl6do
betegségekben azonositott gének 75%-anak van Drosophila homologja.

Igen értékes tulajdonsaga a muslicanak, hogy az ugynevezett balanszer

kromoszomakkal a letalis mutaciokat hordozé kromoszoémak megorizheték az egymast
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kovetd generaciokban. A balanszer kromoszomak tobb inverzidt tartalmaznak, igy
alkalmasak a crossing-overek Kikiiszobolésére, ugyanakkor dominans és recessziv
markermutacioiknak koszonhetéen nyomon kovetheték az egymast kovetd generaciok
soran.

Molekularis funkcioikat és alapvetd folyamatokat mutaciok 1étrehozasaval
ismerhetiink meg. Mutagenezisre a transzpozonok (a mobilis genetikai elemek) egyike, a
P-elem is hasznalhato. A P-elemek a molekularis biolégia eszkoztaraval modosithatoak,
majd egy exogén transpozaz segitségével magas beépiilési rataval bejuttathatok a
Drosophila genom akar eu- akar heterokromatikus régiojaba. 1982-t61 kezdédéen
megszamlalhatatlan transzgénikus P elem inverzios vonal all rendelkezésiinkre.

A P{EP} elemet egy kondicionalis taltermeld szovetspecifikus sziirésre hoztak 1étre
Casper4 P-elembdl (Pernille Roth, 1996). A mini- white markergént és P elem végeket
tartalmazo Casper4 elembe tovabbi specifikus fragmenteket ligaltak be (6. abra).

|[GAGA/Gal4-UAS enhancer|

. —
i
-

6. abra Az P{EP} transzpozon sematikus abrazolasa. Klénozashoz hasznalhato szelekcios marker géneket
hordoz, illetve egy white szemszint okoz6 marker mutécio is lathato.(Bellen és mtsai)

A P{EP} elemet tobben tovabbfejlesztették kiilonb6z6 célokra. (Mata, J., S.
Curado, A. Ephrussi and P. Rerth, 2000) Az EY elemnek nevezett P{EPgy2} transzpozont
(7. abra) azért hoztak 1étre, hogy noveljék a P{EPg} elem specifitasat.

|[GAGA/Gal4-UAS enhancer|

yellow™* .
- Promoter|

7. abra Az EY vonalak P{EPgy2} transzpozonjanak sematikus térképe. Piros szin jel6li a mini-white gént,
sarga a sarga testszint 1étrehozo yellow markergént (Bellen és mtsai., 2004).

A mini-white gén szomszédsagaba beépitettek egy sarga szemszint okozd yellow

gént és eltavolitottak a plasmid rescue modult beléle (Bellen és mtsai., 2004).
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2. Célkitiizések
A Drosophila melanogaster CG4603 és CG6091 gének altal kodolt fehérje ismert

human ¢és éleszt6 dezubikvitinazok ortologja. A génekre nincsen elérhet6 mutans,
rendelkezésre allnak viszont RNS interferencia vonalak. Ezekrél munkatarsaim
megallapitottak, hogy Actin 5c-GAL4 driverekkel torténé indukcio utan csokken a
génekrdl képzédé transzkript mennyisége, de az egyedek életképesek és fertilisek
maradnak. Az RNS-interferencia vonalakrol tudott, hogy nem teljes mértékben gatoljak a
génexpressziot, igy életképes fenotipus esetén, nem lehetiink benne biztosak, hogy a
géntermék hianya nem 1étfontossagu vagy csak nem volt megfelelé mértékii a csendesités.
Ezért az én feladatom az volt, hogy létrehozzam a CG4603 és CG6091 gének null-mutans

alléljait és felhasznalasukkal megvizsgaljam, hogy létfontossagtak-e ezek a gének.

Feladatomat a kovetkezo 1épéseken keresztiil valositottam meg:

A CG4603 és a CG6091 gének 5 végében talalhato P elemek remobilizacioja.
Torzsalapitas azokbdl az egyedekbdl ahol a P elem kiugrott.
A CG4603 és a CG6091 géneket érint6 deléciok azonositasa PCR-rel.

A deléciok pontos méretének meghatarozasa szekvenalassal.

o~ wn e

Az 1j delécids allélek fenotipusanak meghatarozasa.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek
A felhasznalt torzseket standard Drosophila kukoricadara-élesztd taptalajon tartottuk

és a keresztezések soran is ezt hasznaltuk. A torzseket és a keresztezéseket 25°C- on
tartottuk. Az Osszes hasznalt genetikai markerek leirasa megtalalhato a FlyBaseben. A
kisérlethez sziikséges vonalakat a Bloomingtoni Torzsgytjteménybdl (Indidna Egyetem,
USA) szereztiik be. Ezek a kovetkezok:

P elem inszercios torzsek:

P{EPgy2}CG4603(EY07831) és P{EP}CG6091(G18421)

Transzpozaz forras torzs:

Df(3L)C4/TM3, Sh P(A2-3)

Balanszer térzsek:

w/w; TM3, Sb/ TM6B, Th Hu

wi/w; TM3, Sb/ TM6B, Th Hu GFP

3.2. Deléciés mutans eloallitasa P-elem remobilizacioval

A P{EPgy2}CG4603(EY07831) elemet a kovetkez6 keresztezési tervezet szerint
mobilizaltuk:

1. wiw; P{EPgy2}CG4603(EY07831)9Q X +/Y; DF(3L)CHTMS3, Sb P(A2-3) 4&

Ezt a keresztezést iivegben végeztiik 30-50 sziizet és 30 himet hasznalva. A keresztezéseket
25 C-on tartottuk, majd 3-4 nap utan, amikor megfelelé6 mennyiségt petét raktak a feln6tt
allatokat wj tivegbe raztuk at. Ujabb 3-4 nap megint tovabbraztuk a legyeket.

A w/Y; P{EPgy2}CG4603(EY07831)/ TM3, Sb P(A2-3) genotipusi utdédok
mindkét P elemet hordozzak. Ezen utodokban torténik meg a P(EP) elem mobilizalodasa.
A tovabbiak szempontjabol az ivarsejtvonalban bekovetkezett esemény a fontos, de
szomatikusan is megfigyelheté a P elem kivagodasa, ugyanis az allatok szeme foltos.
Ezeket az allatokat ,,jumpstarternek” hivjuk.

A ,jumpstarter” allatokat balanszer kromoszomakat hordozé allatokhoz kereszteztiik, hogy

kovetni tudjuk az ivarsejtekben bekovetkezett eseményeket.
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2. wiw; TM3, Sb/ TM6B, Tb Hu % X w/Y; P{EPgy2}CG4603(EY07831)/ TM3,
Sbh P(A2-3) &

A Keresztezésbdl szarmazo fehér szemti utddok reprezentaljak a P elem kivagodasat. Mivel
a P elem kivagodasa mar Osivarsejt allapotban bekovetkezhet ez pedig klon képzoédéséhez
vezet egy keresztezésbol csak két fehér szemt utddot tartottunk meg. Ezek genotipusa a
kovetkez6 lehet: w/Y; Df(3L)?/ TM3, Sb és w/Y; Df(3L)?/ TM6B, Tb Hu. Ezeket az

allatokat ismét balanszer kromoszomat hordozo allatokhoz kereszteztiik.

3. w/w; TM3, Sh/TM6B, Tb Hu GFP 29 X w/Y; Df(3L)?/ TM3, Sb & vagy

wiw; TM3, Sb/TM6B, Tb Hu GFP 2@ X w/Y; Df(3L)?/ TM6B, Th Hu &

Ezen keresztezések utddaibol a remobilizalt kromoszomat hordozé térzseket alapitottunk.

4. whv; Df(3L)? / TM6B, Th Hu GFP 99 X w/Y; Df(3L)? / TM6B, Tb Hu GFP J¢

3.3. Genomikus DNS izolalasa

10-30 db adult egyedet 400ul A-pufferben (0,5M Tris-HCI,pH=7,5 250mM EDTA,
pH=7,5, 5M NaCl, 10% SDS) szétdorzsoléssel homogenizalunk, majd 30 percig 65°C-on
inkubaljuk. 800ul LiCl/K-acetat (1 rész 5M, K-acetat: 2.5 6M, LIiCl rész) keverék
hozzaadasaval jégen 10 percig inkubaljuk. A LiCl/K-acetat oldat kicsapja a fehérjéket és
az SDS-t az oldatbol. 15 perc 13.000 rpm sebességgel torténd centrifugalassal elvalasztjuk
DNS-t oldott allapotban tartalmazo feliilliszot az allatok kutikulajat, kicsapodott fehérjéket,
SDS-t és egyéb oldhatatlan anyagokat tartalmazo csapadéktol. A feliilaszot tiszta Eppendorf
cs6be pipettazzuk és azonos térfogat izopropanol hozzaadasaval kicsapjuk a DNS-t az
oldatbol. A kicsapodott DNS-t 15perces, 13.000 rpm sebességgel torténd centrifugalassal
gyijtjik ossze. A csapadékot mossuk 70%-os etanollal, majd ujra centrifugaljuk 5 percig
13.000 rpm sebességgel. A megszaritott DNS-t RNazos TE-ben, pH8 (100 ug/ml RNAse,
100 mM TRIS, 10 mM EDTA) oldjuk fel. Az oldodas segitheté a minta 65°C-on torténd

inkubacidjaval (maximum 15 perc).
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3.4. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR-hez laborunk a DreamTaq polimeraz enzimet (Thermo Scienfitic) hasznalja
a gyarté utasitasainak megfeleléen. A reakciokorilmények 100ul végtérfogatra szamitva a
kovetkezok: 10ul 10x DeamTaq polimeraz puffer (ami tartalmaz 20mM MgCl,-ot is), 8yl
dNTP mix (2.5mM dezoxi-ATP, dezoxi-TTP, dezoxi-GTP és dezoxi-CTP), 4ul felsé
primer (S5uM) és 4ul als6 primer (5uM), templat, 2.5U DreamTaq polimeraz enzim és
viz.
A kisérletekhez hasznalt primerek szekvenciaja a kovetkezo:
CG4603 delécios fels: 5> TAGCTGCGAGCGGAATCTCTG3’
CG4603 delécios alsd: 5> GCATTTCGGACACAAGGTGGC3’
CG6091 delécios felsd: 5> CCAACTGAGGTCGCAATTTC 3°
CG6091 delécios alsé: 57 TCCCATATCGTGCGTACTTC 3’

A PCR reakciokat LongGene A300 PCR késziilékben végezziik a kovetkezd
program szerint:
1. 95°C, 1-3 perc: kezdeti denaturacio
2. 95°C, 30 masodperc: denaturacio
3. 60°C, 30 masodperc: annealing
4. 72°C,: extension

a2., 3., 4. 1épés ismétlése 35 cikluson keresztiil

5. 72°C, 10 perc: végso extension

3.5. Gélelektoforézis

A PCR reakciok eredményét gélelektroforézissel analizaltuk. Az 1%-os agar6z gélhez
0,59 agarozt oldottunk fel 50 ml TBE pufferben (5X TBE: 1.1M Tris; 900mM Boérsav;
25mM EDTA,; pH 8.3). A gél 0.5ug/ml etidium-bromidot tartalmazott. Az etidium-bromid
a DNS két szala kozé beépiil6 festék, amely UV fénnyel megvilagitva lathatova teszi azt. A
folyékony gélt futtatokadba ontottiik és féstit helyeztiink bele, amely a gél megszilardulasa
utan a zsebeket alakitotta Ki. A fésti kivétele utan a megszilardult gél

alkalmas a mintak ¢s molekulasuly marker felvitelére.
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3.6. APCR fragmentek klonozasa pTZ57R/T vektorba szekvenalashoz
3.6.1. Ligalas

A P elem remobilizacioval eldallitott deléciok pontos méretét szekvenalassal
hataroztuk meg. Ehhez a mutansokbol PCR-rel amplifikaltuk a vizsgalt gén genomikus
kornyezetét. A kapott PCR fragmenteket pTZ57R/T (Fermentas) vektorba ligaltuk a
kovetkez6 kortilmények kozott: 11ul viz, 1,5ul 10-szeres ligaz puffer, 1,5ul 50%-0s PEG
4000, 0,5ul pTZ57R/T vektor, 0,5ul T4 DNS ligaz enzim (5U/ul). A mintakat 1 6ran
keresztiil 22 C-on inkubaltuk.

3.6.2. Transzformalas

A ligalasi reakcioval DHS5a E.coli kompetens sejteket transzformaltunk a kovetkezo
modon. 100ul DH5a E.coli kompetens sejthez 5ul ligatumot adtunk. 30 perc jégen torténd
inkubacio utan masfél percig 42°C-on hdsokkoltuk a sejteket, majd 5 percig jégen
inkubaltuk 6ket. 400ul folyékony YTB taptalaj hozzaadasa utan a mintakat 1 6raig szoba
hémérsékleten forgatva inkubaltuk. A sejteket 100ug/ml ampicillint, 40ug/ml X-gal-t (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) és 40ug/ml IPTG-t (isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside) tartalmazo lemezre szélesztettiik. A sejteket 37 °C-on novesztettiik
egy ¢éjszakan at. A taptalajhoz adott IPTG és X-gal lehetové tette, hogy szin alapjan
azonositsuk a PCR fragmentet tartalmazo6 vektorokat hordozo sejteket. Ugyanis az inszert
beépiilése inaktivalta a vektoron talalhato lacZ gént, igy azok a telepek, amelyekben a
vektor nem tartalmazott inszertet kéksziniiek lettek, mig amelyekben tartalmazott, azok
fehérek.

3.7. Plazmid izolalas

10 db fehér szinii telepet folyadékkultiraban novesztettiink 37°C-on, egy éjszakan at
100 pg/ml ampicillint tartalmazé YTB taptalajban. 1.5 ml kultarat Eppendorf csében 1
percig centrifugaltunk 13.500 rpm sebességgel. Az Eppendorf cs6bdl a feliiluszot ledntottiik
¢s ujabb 1.5 ml kultarat mértiink bele. A kiiilepedett sejteket 100ul TEG oldatban (50mM
glikoz, 25mM Tris, 10mM EDTA; pH:8,0) szuszpendaltuk, majd 5 percig jégen inkubaltuk.
A sejtek feltarasat 200ul frissen készitett Lizis oldatot (0,2N NaOH, 1%  SDS)
hozzaadasaval végeztiik ovatos keveréssel. 150ul hideg 3M-os K-acetatot adunk a

mintakhoz és 5 perces, jégen torténd inkubalas utan 10 percig centrifugaltuk oket 13.500
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rpm sebességgel. A K-acetat hatasara kicsapodott az SDS, a fehérjék ¢s a genomikus DNS,
igy a tiszta feliiliszo mar csak plazmid DNS-t és RNS-t tartalmaz. A feliilaszohoz kétszeres
térfogat 96%-0s etanolt adtunk és 5 percig -20°C-on inkubaltuk. Az alkohol hatasara
kicsapodott plazmid DNS-t 10 perc 13.500 rpm sebességgel torténd centrifugalassal
gyijtottiik 6ssze. A csapadékot 70%-os etanollal mostuk és ujra centrifugaltuk. Az etanol
eltavolitasa utan a csapadékot szobahémérsékleten szaritottuk. A plazmidot 50 ul RNazt
tartalmazé (100 ug/ml) TE-ben (100 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA; pH8.0) oldottuk fel. Az
RNase eltavolitja a plazmiddal egyiitt kicsapodott RNS-t.

3.8. Restrikcios emésztés

Restrikcios emésztéssel ellendriztiik, hogy az izolalt plazmidok a megfelel6 inszertet
tartalmazzak-e. Olyan restrikcios enzimeket valasztottunk, amelyek a klonozohely ellentétes
oldalan vagnak bele a vektorba és nincs hasitohelyiik az inszertben. Megfelelé enzimek az
EcoRI, a BamHI ¢és a Sall, amelyeket EcoRI-BamH1l és EcoRI-Sall kombinacioban

hasznaltunk.

Pdil 127
Adel, BsaAl 230
Alol 279

Psil 258

621
AcchH3] 627
Kpnl 627
Bsp681 633
Mval2691 637
Mphl11031 639

o Xhal 644
dd7T

. Pdml 2564
Hinll 2505
Bogl 2485

Scal, Tatl 2447

pTZSTRIT  dd1 de T ami 65

_. 2 2886 bp T &
B Fco88l 658
ELOAIL U3 - -

Eam11051 1964 Smal 6)§
R Sapl 963 Apal 66]

3 Bspl201 661

rep (pMB = -~

AfllL, BspLULLET 1076 Sall 667

| Bseyl1380 oy ik

Cail 1487 st 672

Alfl 674

Fcol47l 678

Pael

8.abra pTZ57R/T plazmid vetktor térképe a klonozo hely szomszédsagaban talalhato restrikcios enzim
felismer6helyekkel. Piros keretezés jeloli a kisérletben hasznalt 3 enzimet.
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A restrikcios emésztéseket 20 mikroliter végtérfogatban végeztiik, melyek
Osszetétele a kovetkezo volt: 3ul plazmid, 2ul 10X puffer, 14 ul H,O viz és 0,5-0.5ul 10U
restrikcios endonukleaz (EcoR1, BamH1, Sall). Az emésztési reakcio elegyeket 37°-on
inkubaltuk 1 6ran keresztiil.

3.9. Letalfazis vizsgalat

Annak megallapitasara, hogy az allatok melyik fejlédési allapotban pusztulnak el az
allatokat szinkronizalni kell. Ehhez a megfelelé genotipusu allatokat, nemenként elkiilonitve
egy napig élesztével gazdagon kiegészitett standard taptalajon tartottuk. Majd
15 himet és néstényt 6sszekereszteztiink és az allatot petéztetécsébe tartottuk, amelyen 12
oranként cseréltiik a petézteté lemezt. A petézteté lemez 1,6% lakto-agart, 0,8% gliikozt,
0,15% nipagint és aktiv szenet tartalmaz. Az elsé vedlés utan elkiilonitettik egymastol a
homozigéta mutansokat és a balanszer kromoszémakat hordozo testvéreiket a balanszer
kromoszomak altal hordozott GFP markerek alapjan, majd 6tvenesével standard Drosophila

taptalajon kiilon fiolakban neveltiik 6ket, 25 C-on.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 DUB homologok azonositasa Drosophila melanogasterben

HsYOD1
DmCG4603

HsYOD1

DmCG4603

HsYOD1
DmCG4603

HsYODI1
DmCG4603
HsYOD1
DmCG4603

HsYOD1
DmCG4603

HsOTUDS

DmCG6091

HsOTUDS
DmCG6091

HsOTUDS
DmCG6091

HsOTUDS
DmCG6091
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DmCG6091
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DmCG6091
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9. abra A CG4603 illetve CG6091 Drosophila gének és human homologjuk altal meghatarozott

fehérjék aminosav szekvenciajanak 6sszehasonlitasa. Z6ld keretben lathatdak a konzervalt OTU domének,
piros szin jelzi az azonos, sarga szin a hasonldéaminosavakat.

A dezubikvitinazok a sejt ubikvitin homeosztazisanak fenntartasaban szerepet

jatszo enzimek ismertek az éleszték és az ember esetén. Az ecetmuslica esetén azonban

meég

nem azonositottak oOket. Ezért ismert human és éleszt6 DUB-ok aminosav
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szekvenciajaval megszirtiik a Drosophila genomot. Vizsgalatainkhoz a National Center
for Biotechnology Information (NCBI) altal rendelkezésre bocsatott internetes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) WU-BLAST, PSI-BLAST ¢és PHI-BLAST
adatbazis keres6 algoritmusait hasznaltuk (Altschul et al., 1997, McGinnis et al., 2004).
Ezek a programok aminosav szekvenciat hasonlitanak 6ssze minden olvasasi keretben
folyamatosan atforditott nukleotid szekvenciakkal, majd pedig statisztikailag szignifikans
hasonlosagot keresnek a szekvenciak kozott. A 9. abra, két feltételezett Drosophila DUB
(CG4603 és CG6091) aminosav szekvenciajat mutatja az azonositasara hasznalt human
fehérje aminosav szekvenciajaval osszehasonlitva. A human YOD1 deubikvitinaz gén altal
meghatarozott polipeptid 42%-ban azonos, 57%-ban hasonlé aminosavakat tartalmaz, mint
a Drosophila CG4603 gén altal meghatarozott polipeptid. A human fehérje tartalmaz egy
jellegzetes OTU domént. Ezen doménen beliil a homologia még nagyobb mértékii, 59%
azonos ¢s 74% hasonlo. A human OTUDS5 48% azonossagot ¢s 70% hasonlosagot mutat a
Drosophila melanogaster CG6091 gén altal meghatarozott fehérje aminosav
szekvenciajaval. Az OTU domének ebben az esetben 51% azonossagot és 76%
hasonlosagot mutatnak. Az aminésav és doménszerkezet hasonlosag alapjan a CG4603 és
CG6091 gének feltételezett terméke dezubikvitinaznak tiinik.

4.2. A CG4603 delécios allél izolalasa

A genetikai analizis 1ényege, hogy egy gén szerepét mutans alléljai fenotipusanak
tanulmanyozasaval deritjiik ki. Mutansok eldallitasara leggyakrabban alkalmazott modszer
a P elem inszercios és kiugratasos mutagenezis. Ennek az az alapja, hogy egy gén
kozelében elhelyezked6 P elem mobilizacioja utan gyakran inszertalodik az eredeti
inszercios hely kozelébe, szerencsés esetben a célgéniinkbe, vagy kivagodasa kovetkeztében
egy deléciot hagy hatra, ami szerencsés esetben eltavolitja a géniink kodolo régidjanak egy
szakaszat és csak azt.

Sajnos a torzskozpontokban nincs a CG4603 és CG6091 géneket érinté mutans,
Csupan az 5’ nem transzlalodo régioban talalhatoak P-elem inszerciok, illetve a VDRC
(Vienna Drosophila RNAI Center) rendelkezik RNS interferencia vonalakkal ezekre a

génekre. A transzgénikus RNS interferencia szintén egy P elemre épiil6, hatékony, reverz
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genetikai modszer. Ez ugyan nem a klasszikus értelemben vett mutans eléallitas, azonban
végeredményét tekintve az altala 1étrehozott fenokopia megegyezik a funkciovesztéses
mutansok altal okozott fenotipussal. Mivel azonban az RNS-interferencia altal okozott
géncsendesités nem szaz szazalékos mértékli, homozigota életképes fenotipus esetén nem
lehetiink biztosak benne, hogy a géniink nem létfontossagu vagy csak a csendesités mértéke
nem volt megfeleld6. A CG4603 és CG6091 gének az RNS interferencia vonalakkal végzett
vizsgalatok alapjan nem létfontossaguiak. Annak érdekében, hogy biztosak lehessiink abban,
hogy a génjeink nem 1étfontossaguak, eld kell allitsuk a gének null mutans alléljat.

A CG4603 jelt gén a Drosophila melanogaster 3. kromoszémajanak bal karjan
talalhato a64C7 citologia pozicioban. A 10. abran lathato a gén genomi kornyezete. A gén
szekvencia helyzete: 3L:5126971..5128770. A CG4603 gén 5° végétdl 651 bp.-ra talalhato a
szomszédos CG15213 gén 5° vége, mig 3’ végétdl mindossze 78 bazisparnyira végzodik
szomszédos CG10674 jeli gén. A gén 1799 bp. hosszasagu, egyetlen exonbol all és

feltételezhet6en harom transzkript képzédik rola.

5133k 5134k, 5135k, 5136k

PEac{UH}f0d611 PEac{WH}CGLOETA[£05355]
LS

P{EPgyZICoA03IEY0TE31]
X,
Delécigs felsd primer Deéciés sisé primes

CG15215 LGOS CG10674 « CGdo11
e —— [ 1

CE15213-RA CG4EO3-RO CGLOG74-RA CGA611-RA
s —— i [ | S py — e

I
CE4603-RA
[ I

CG4603-RE
L I

10. abra A CG4603 gén és kornyezete. (Pirossal bekeretezve a felhasznalt P elem. Piros
nyilak jelolik a felhasznalt primer part.)

A 10. abran lathato, hogy eddig két olyan P elem inszercios torzset azonositottak, amelyek
a CG4603 gén tertiletére esnek. Az inszertalodott P elem mindkét esetben a gén 5° végén
talalhato. Null mutans eléallitasara csak a P(EP) elemet tudjuk felhasznalni, mivel a PBac
elem precizen vagodik ki remobilizacioja esetén, igy nem alkalmas delécio eldallitasara.

A CG4603 gént érint6 delécio eldallitasahoz a w; P{EPgy2}CG4603(EY07831) P
elem inszerciot hordozo vonalat a +; Df(3L)C4/TM3, Sb P(A2-3) transzpozaz forrast
hordoz6 torzshoz Kkereszteztiik. Ugyanis a P elem mobilitasahoz két dologra van
sziikség. A P elemek végén talalhato forditottan ismétlodo repetitiv végekre, ez megvan a

P(EP) elemnek, illetve transzpozaz enzimre, ez utdbbit termeli a P(A2-3).
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Ez utobbi egy olyan modositott P elem, amelynek nincsenek meg a forditottan ismétl6do
végei, igy onmaga nem mobilizalhaté, viszont rendelkezik a transzpozaz génnel,
méghozza annak egy olyan valtozataval, amelyben hianyzik a 2. és 3. exon kozotti intron,
igy folyamatosan termeli az enzimet.

A keresztezés utddai koziil 200 db ,,jumpstarter” allatott gydjtottink. Ezek a w/Y;
P{EPgy2}CG4603(EY07831)/ TM3, Sb P(A2-3) genotipusi utédok mindkét P elemet
hordozzak, igy benniik torténik meg a P(EP) elem mobilizalodasa. A tovabbiak
szempontjabol az ivarsejtvonalban bekovetkezett esemény a fontos, de szomatikusan is
megfigyelhet6 a P elem kivagodasa. Ez megfigyelhet6 az allatok szemén, ami foltos.

Az ivarsejtekben bekovetkezett események kovetésére a ,,jumpstarter” allatokat
balanszer kromoszomakat hordozo allatokhoz kereszteztiik. A keresztezésekbol szarmazo
fehér szemi utodok reprezentaljak a P elem kivagodasat. Mivel a P elem kivagodasa mar
6sivarsejt allapotban bekovetkezhet ez pedig klon képzédéséhez vezet egy ,,jumpstarter”
keresztezésbol csak egy fehér szemii utddot tartottunk meg. Tovabbi keresztezési 1épéseken
keresztiil 176 db remobilizalt kromoszomat hordozé torzset alapitottunk. Ezeket PCR

reakciokkal vizsgaltunk esetleges deléciok azonositasara.

4.3. A CG4603 deléciok azonositasa

Amikor a remobilizalt P elem kivagoédasa nem precizen torténik meg, hanem vagy
hatrahagy egy darabot magabol, vagy elvisz magaval egy darabot az inszercio helyével
szomszédos szekvenciakbol, akkor megvaltozik az adott genomi régié mérete. Ha olyan
primerparok felhasznalasaval csinalunk PCR reakciot, amelyek ezen a teriileten kiviil
talalhatok akkor a vad tipustol eltér6 méretti fragmentet kapunk. Mivel olyan deléciok
eléallitasa a cél, amelyek a CG4603 gén minél nagyobb részét eltavolitjak viszont
érintetlentil hagyjak a szomszédos géneket, olyan primerpart terveztiink, amelynek egyik
tagja (CG4603 delécios felsd) 251 bazisparra van a CG4603 gén 5° végétol, a masik pedig
(CG4603 delécios also) 674 bazisparnyira a gén 3’ végétol. A primerpar altal amplifikalt
vad tipusu fragmentméret 2767 bp. (10. abra).

Mivel 176 vonalon PCR reakciot végezni meglehetésen id6 és pénzigényes lenne, a
jelolteket tizes csoportokba osztottuk (17db 10 torzset és egy darab 6 torzset tartalmazo
csoport). A csoport minden tagjabol kivalasztottunk 3 db legyet és a 30 1égyb6l genomikus
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DNS-t izolaltunk. Az izolalt genomikus DNS-en PCR reakciot végeztink a CG4

603

delécios felsé-alsd primerparral. Delécio jelenlétére az utal, ha a 2767 bp.-0s vad tipusu

fragmentnél kisebb fragmentet kapunk a PCR termékek gélelektroforézise utan.

MWM 1, 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10.11 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. MWM

5000bp
3000bp
2000bp
1500bp

1000bp
750bp

500bp

11. abra A CG4603 delécios primerparral végzett PCR eredménye

Vadtipustol eltér6 méretti fragmentek lathatok a 2., 3., 4., 6., 12.,13. és 14.
csoportban,

Mint az a 11. abran lathato, 7 csoportban van vad tipustol eltéré méretti fragment.

A 3.,12., 13. csoportba tartozd6 minden térzson megismételtik a PCR reakciot, h

5000bp
3000bp

2000bp
1500bp

1000bp
750bp

500bp

300bp

100bp

ogy

azonositani tudjuk a tizes csoportok azon tagjat, amely a deléciot hordozza. Ebb6l az

deriilt ki, hogy hét torzs hordoz deléciot (12. abra). Ezek azonositészama a kovetkezo:

70/1, 101/2, 92/1,98/1, 96/1, 115/1, és 116/1.

MWM 39/2 70/2 70/1 73/1 71/1 59/1 72/1 56/2 77/2 80/1 MWM 109/1 106/2 101/2 106/1 100/2 95/2 92/1 99/2 24/2 31

5000bp
3000bp
2000bp——]|

15000p—"
1000bp—”"

750bp
500bp

300bp
100b

3. csoport torzsei 12. csoport torzsei

MWM 98/1 97/1 96/1 95/1112/1113/1114/1 115/1 116/1 38/1

5000bp
3000bp
2000bp
1500bp

1000bp
750bp

13. csoport torzsei

12. abra A CG4603 delécios primerparral végzett PCR eredménye
A 3., 12. és 13. tizes csoport tagjain elvégzett PCR reakcio alapjan a 70/1, 101/2, 92/1, 98/1,
96/1,115/1 és116/1 torzsekben talalhatéak vadtipustol eltéré mérett fragmentek.
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Ahét torzsbol négyet (70/1, 115/1, 101,2 és 92/1) kivalasztottunk és a roluk
amplifikalt PCR fragmentet, pTZ57R vektorba klonozas utan, szekvenaltattuk. A kapott
szekvenciak alapjan megallapithatjuk, hogy a 70/1-es torzs megfelelé deléciot tartalmaz,
mivel teljes egészében a CG4603 gén teriiletére esik, eltavolitva a kodold régié nagy részét
(13. abra). A delécio mérete 1069bp, a gén 664. bazisparjatél kezdodik és az 1732.
bazisparig tart.

A 92/1 azonositoji torzs esetén a delécio mérete 287 bp, eltavolitja a CG4603
gén 5’

VEéQét, viszont nem érinti a kodolo régiot (13. abra).

A 101/2 torzs is megfelelé deléciot tartalmaz. A delécié mérete 1348 bp, csak a
CG4603

gént érinti, eltavolitva annak 5’ nem transzlalodo régiojat és a kodold régid nagy részét.
A 115/1-es torzs altal hordozott delécio a legnagyobb. (13. abra) Ennek mérete 1746
bp, azonban 3’ vége atnyalik a szomszédos CG10674 gén teriiletére, igy szamunkra

ez a delécio nem bizonyult megfelelonek.

' . :
157k 818k B120%

P{EPpu S0 EYOTE31)
Gene Span i ’ o
COI52LF CE8503 CGL0674
< B : @
Delecids felsd primer Delécids alsé primer
CO8503-RE
=3 X i =
ChAB0G-R
[ 1} I e
Ch4E00-08
L L L -
Tan
- | |
1 |
a2 |
|

11501 | 1

13. abra A CG4603 gént érint6 deléciok kiterjedése.
A deléciok kiterjedését az also négy vonal hianyzé szakasza mutatja.
Piros nyilak jelolik a felhasznalt primer-par helyét.

A 13. abran az is lathat6, hogy harom delécio esetén az egyik toréspont az eredeti P elem
inszercios helyre esik. A 101/2 allél ebben a tekintetben kiilonbozik a tobbitdl.
Az elgallitott deléciok eltavolitjak a CG4603 gén kodolo régidjanak jelentds részét,

tehat null mutansnak tekinthet6k. Meghatarozva, hogy ezek az allatok az egyedfejlédés
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melyik szakaszaban pusztulnak el, eldonthetjiik, hogy a CG4603 gén létfontossagi-e a
Drosophila melanogaster egyedfejlédése szempontjabol.

4.4. A CG4603 deléciés mutansok letalfazisanak meghatarozasa

A letalfazis meghatarozasahoz torzsenként 200 db els6 stadiumos larvat
gydjtottiink és folyamatosan kovettiik a fejlodésiiket. Kontrolként w1118 allatokat
hasznaltunk.

Kontrol CG4603 delécids torzsek
wl118 | 70/1 | 92/1 | 101/2
L1 larva (db) 200 200 200 200
Kikelt adult (db) 77 91 123 95
Szazalékérték (%) 38,5 45,5 61,5 47,5

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a CG4603 gén terméke nem

létfontossagu az ecetmuslica egyedfejlédése szempontjabol.

45. A CG6091 delécios allél izolalasa

A CG6091 jeltt gén ugyancsak a Drosophila melanogaster 3. kromoszomajanak
bal karjan talalhato a 68C15 citologiai pozicioban. A 14. abran lathat6o a gén genomi
kornyezete. 3’ végétdl mindossze 61 bp-ra végzédik a CG7368 gén és 5° végétdl 669 bp-
ra kezdédik a CG42832 jelii gén. A gén 4030 bp hosszu, 8 exonbdl all és 4 feltételezett

transzkriptum képzdodik rola.

11537k 11598k 11599k 11600k 11601k 11602k 11603k 11604k

Gene Span
CG7365 CGa0sl CG42532 Mucaita
[ 1 | —
Transcript
CG7365-RE CGaE0S1-RE CG42832-RA
H T HETHTTH TH  — g
CG7365-RC CGEOS1-RF MucEECa-RA
H T HH TH T

CGaGS1-RO

CGE0a1-RG

HETHTTH TH T

Repeat region

Transgenic Insertion Site
FE{EP}C66091[518421]

P{GEVEFGE17 441
GEBaC{GHL4D,EYFP}PL00444

14. abra CG6091 gén és 6rnyezete

AP elem inszerciok helyét zold haromszog jelzi.



A CG6091 gén teriiletén két P elem inszerciot azonositottak (14. dbra). Ezek koziil a
w;P{EP}CG6091(G18421) kozelebb van a kdodold régid kezdetéhez, ezért ezt hasznaltuk a

delécio eloallitasara.

A P elem mobilizalasahoz a P{EP}CG6091(G18421) vonalat ebben az esetben is
a Df(3L)C4/TM3, Sb P(A2-3) transzpozaz forrast tartalmazé torzshoz kereszteztiik az
elézovel megegyezé modon.

Ebben az esetben is 200 db ,jumpstarter” keresztezést alapitottunk. A
,jumpstarter” allatok genotipusa ebben az estben w/Y; P{EP}CG6091(G18421)/ TM3,
Sb P(A2-3). A tovabbiakban ugy jartunk el, mint az el6z6leg ismertetett génnél.

A CG6091 gén esetén 256 db olyan torzset alapitottunk amely remobilizalt kromoszémat
hordozott. Itt is PCR reakcioval azonositottuk a gént érint6é deléciokat.

4.6. A CG6091 deléciok azonositasa

Mivel a gén 4030 bp hossztsagu, annak érdekében, hogy a vad tipust PCR
fragmentet is sikeriljon amplifikalnunk, illetve, hogy csak azokat a deléciokat
azonositsuk, amelyek csak a CG6091 gén teriiletére esnek, olyan primerpart terveztiink,
amelyek mindkét tagja a gén teriiletére esik. Az felsé primer a gén 2408. bazisanal, az
als6 primer pedig a gén 5836. bazisanal kezdédik. A primer par altal sokszorozott vad
tipust fragment mérete 3448 bazispar.(17. abra) Itt is 10-es csoportokba osztottuk a 256
remobilizalt kromoszomat hordozé torzset. 25 db 10 torzset és egy darab 6 torzset
tartalmazo csoportot készitettiink. Minden torzset harom allat képvisel a csoportokban
amikb6l genomikus DNS-t izolaltunk. A PCR reakciok eredménye a 15. abran lathato.

Két csoportban, a 4. és 7.-ben talalhato a vad tipusnal kisebb méretii fragment.

5000bp
5000bp

2000bp 2000bp

850bp
850bp

15. abra A CG6091 delécios primerparral végzett PCR eredménye
Vadtipustol eltéré méretii fragmentek lathatok a 4. és 7.
csoportban.

MWM12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19, 20. 21. 22. 23. 24. 25. 26.

A delécios vonalak azonositasahoz a 4. és 7. csoport minden torzsén elvégeztiik a

PCR reakciot, amibdl kidertilt, hogy a 30/2 és 52/1 azonositoju torzsek a jok (16. abra).
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A delécios fragmenteket ismételt PCR reakcioé utan, ebben az esetben is pTZ57R/T
plazmid vektorba klonoztuk.

MWM 67/1 68/1 30/2 55/2 38/2 97/2 68/2 71/1 7511 3412 MWM 36/2 20/1 55/1 62/1 78/2 10/2 52/1 43/2 69/2 922

{
|
|

N
e
v

il

4. csoport 7. csoport

16. abra A CG6091 delécios primerparral végzett PCR eredménye
A vadtipusnal kisebb fragment képz6dott a 4. csoport 30/2-es torzsébdl és a 7. csoport 52/1-es
torzsébdl izolalt genomikus DNS-en.

A kapott szekvenciak alapjan megallapitottuk, hogy mindkét térzsben megfelelé a
képzodott delécio (17. abra). A 30/2 torzs esetén a 4030 bazispar hosszi gén 572.
bazisparjatol, a 1386. bazisparjaig tart, vagyis mérete 815 bazispar. Az 52/1 torzs esetében
is az 572. bazisbartol kezdddik a delécio, és egészen a 3128. bazisparig tart. A delécio

2557bp méretii, majdnem a teljes kodold régiot eltavolitja.

Gene Span 11695k 11600k 11601k 11602k 11603k
£ CGR0S1
B Delécids 2lsé primer Delécics felzd primer 4 CGd2532
- <

{_E{EP}CGSOQi [G15421]
o

- CG42532-RA
Transcript  — -

CGF368-RE  CGEOS1-RO
g
CG7368-RC  CGE0S1-RG
CG&031-RE
e errrrr——— R mm gy

CGE031-RF
- ———— e - e -

30/2

52/1

17. abra A CG6091 gént érint6 deléciok
kiterjedése.
A deléciok kiterjedését az also két vonal hianyzo szakasza
mutatja. Piros nyilak jelolik a felhasznalt primer-par helyét.

Bar ebben az esetben tobb remobilizalt kromoszomat tartalmazo jeloltbol indultunk ki,
csak két delécios mutanst sikeriilt azonositanunk. Ennek az lehet az oka, hogy a PCR-hez
tervezett primerek tal kozel voltak egymashoz, igy azokat a deléciokat amelyek téréspontja

kozel esett a PCR primerhez nem vettiik észre, esetleg a delécio el is tavolitotta azt a régiot
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ahova a primerek estek, igy nem kaptunk PCR terméket. Az azonositott két mutans

megfelel6 kisérleteinkhez, null allélok.

4.7. A CG6091 delécios allél letalfazisanak meghatarozasa

A letalfazis meghatarozasa ugyanugy tortént, mint a CG4603 gén esetén.
Torzsenként 200 db elsé stadiumos larvat gyijtottink és folyamatosan kovettik a
fejlodésiiket. Kontrolként itt is w1118 allatokat hasznaltunk.

Kontrol [ CG6091 delécids torzsek
w1118 30/2 52/1
L1 larva (db) 200 200 200
Kikelt adult (db) | 147 136 143
Szazalékérték (%) | 73,5 68 71,5

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a CG6091 gén terméke nem
létfontossagh az ecetmuslica egyedfejlédése szempontjabol.
Az altalunk létrehozott null-mutansok segitségével a gének tovabbi genetikai

analizise €s jellemzése a cél a jovében.

5. Osszefoglalas

Az ¢élélények folyamatos, ismétlodd sejtosztodasi- és sejtndvekedési ciklusokon
keresztiil jon 1étre. A sejtciklus megfeleld miikddésének egyik elengedhetetlen feltétele az
egyes fazisok utan foloslegessé vald fehérjék eltavolitisa. A mar nem sziikséges fehérjéket
egy ubikvitin-fliggé fehérjelebontd rendszer tavolitja a sejtbél. Egy enzimkaszkad tobb
ubikvitin monomerbdl allé poliubikvitin lancot helyez a lebontasra itélt fehérjékre, amelyeket
ezutan a proteaszoma bont le. Fehérjedegradacio utan a visszamarad6 poliubikvitin lancok
monoubikvitinekre bomlanak, amelyek igy Ujra felhasznalhatovd valnak. Ezt a folyamatot
katalizaljak a dezubikvitilalo enzimek vagy DUB-ok.

Szamos DUB biokémiai funkcidja ismert, elsésorban élesztd és emlds sejtvonalakon
végzett vizsgalatokbol, azonban élettani folyamatokban betoltott szerepiik kevésbé tisztazott.
Csoportunkban a dezubikvitildzok azonositasat és genetikai jellemzését végzik egy soksejtii
modellorganizmusban, az ecetmuslicdban. Munkank soran 46 Drosophila DUB-ot

azonositottunk bioinformatikai modszerekkel.
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Munkam célja két, OTU alosztalyba tartoz6 DUB-ot kodold gén genetikai jellemzése.
Ehhez kiilonb6z6 mutans allélokra van sziikség. Feladatom a két DUB gén null-mutdnsainak
eléallitasa volt P elem remobilizacids technikaval. A P-elem egy mozgékony genetikai elem
mely segitségével deléciot hozhatunk 1étre, az elem nem preciz kivagoédasaval. A lehetséges
deléciés mutdciot tartalmazd torzsekbdl genomikus DNS-t izoldlva, PCR segitségével
mutattam ki a deléciok 1étét. A PCR eredményét gélekeltroforézis segitségével analizaltam.
Mindkét gén esetében tobb delécio létét sikertilt kimutatni. A deléciok kiterjedését
szekvenalassal hataroztam meg. Ezutan a null-mutidnsokat letalfazis vizsgélat segitségével
jellemeztem, melynek soran egyedfejlodésiiket kovettem. A delécidés homozigdtak szazalékos
kikelési aranya kozelitdleg megegyezett az elméletileg varhatd ardnnyal, igy a vizsgalt gének
delécigja nem létfontossdgu. A kisérlet eredményeként létrehozott null-mutansokat a gének

tovabbi jellemzésére hasznaljuk.
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