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Bevezetés

A Huntington-kor egy dominansan oroklodo
neurodegenerativ betegség, melyet a Huntingtin gén elsé exonjaban
1évd CAG repeat koros expanzidja okoz. A képz6dé mutans
Huntingtin fehérje emiatt aggregaciora lesz hajlamos és toxikus a
sejtekre nézve. A hibas térszerkezetli fehérjék lebontasa az ubikvitin-
proteaszéma rendszer (UPS) altal valosul meg, amely soran a
proteaszoéma szubsztratokat a sejtek ubikvitin fehérjékkel jelolik meg.
Az ubikvitin ezen kiviil olyan folyamatok szabalyozasaban is részt
vesz, mint az intracellularis fehérjetranszport, szignalizacids
folyamatok, az autofagia, a transzkripcio, a transzlacié és a DNS
karosodasra adott valasz. Szdmos neurodegenerativ betegségre
jellemz6 egy adott fehérjének a felhalmozodasa a sejtekben, ami arra
utal, hogy az UPS miikodésében zavar keletkezett. Amennyiben a
fehérjék ubikvitinalt formaban felhalmozodnak, akkor a szabad
ubikvitin készlet kimeriilhet, ami az emlitett folyamatok sériilését
okozhatja. Az ubikvitin eltavolitasat a fehérjékrol, ujrahasznositasukat
a deubikvitinaz enzimek (DUB) végzik, melyek emellett részt vesznek
az ubikvitin szintézisében is, igy biztositva, hogy az ubikvitin elérhetd
legyen a sejtek életéhez nélkiilozhetetlen folyamatok szamara.

Mivel a Huntington-kor esetében tényleges gyégymod még
nem létezik és a tlineti kezelések is korlatozottak, tovabbra is kdzponti
cél olyan gyogyszercélpontok felfedezése, mely segitségével
stabilabb ¢életmindség javulas érhetd el. Munkank soran ilyen

célpontokat igyekeztiink azonositani Huntington-kor modellben.
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Célkitiazések:

Munkank soran deubikvitindz gének hatasat vizsgaltuk a
Huntington-kér Drosophila modelljében, potencialisan uj terapias
célpontok Kkeresésének céljabol. Ehhez az alabbi kutatasi célokat

fogalmaztuk meg:

1, A Huntington-kér patomechanizmuséara hatdssal bir6 DUB-ok

azonositasa Drosophila melanogaster modellorganizmusban.

2, A potencidlis jeloltekkel kapott eredmények validalasa
funkcionalisan azonos, de fiiggetlen allélekkel elvégzett interakciokon

keresztiil.

3, Teszteljiik, hogy a jelolt DUB okoz-e fenotipusos elvaltozasokat

egészséges allatokon.

4, Annak tisztazasara, hogy a jelolt DUB hatasai altalanosak-e a
neurodegenerativ betegségekre, vagy csak a mHTT Aaltal kivaltott
fenotipusokat befolyasolja, teszteljik a hatdsat az Alzheimer-kor

Drosophila modelljében.

5, A jelolt DUB hatasanak vizsgalata a mutans Huntingtin (mHTT)

aggregatumok mennyiségére, méreteloszlasara.

6, Transzkriptomikai analizist végziink a jelolt DUB molekularis

hatéasainak feltarasa céljabol.



Alkalmazott modszerek:

1, Kisérleteink soran a Huntington-kor modellezésére a human
Huntingtin gén els6 exonjat expresszaltattuk patoldgias (Q120) vagy
normal (Q25) hosszusdgu poliglutamin ismétlddésekkel ellatva.
Drosophila melanogaster modellorganizmusban. A DUB mutaciok,
tultermeld, vagy RNS interferencids konstrukciok hatdsanak
vizsgalatara genetikai interakcios teszteket hajtottunk végre a DUB
torzsek és Httex1.Q120 transzgént hordozé muslicak felhasznalasaval.
Ennek soran életképességi és élettartam vizsgalatokat végeztiink, a
motoros képességek vizsgalatara maszas tesztet, a neurodegeneraciod
vizsgalatira pseudopupil assay modszert alkalmaztunk. A mHtt
expresszios szintjét a vizsgalt genotipusokban kvantitativ real-time

QPCR moddszerrel kovettiik nyomon.

2, A jelolt DUB hatasanak megerdsitése céljabol klonoztuk a Yodl
gént és létrehoztunk egy Yodl taltermeld Drosophila torzset. A
klénozas soran genomi DNS-t izolaltunk, PCR reakciét hajtottunk
végre a jelolt génjének amplifikalasara. Azt Gateway klonozé
rendszer segitségével helyspecifikus transzgenezisre alkalmas
vektorba (pTWFattB) klonoztuk, majd a konstrukcio6 felhasznalasaval
UAS-Yodl flag transzgenikus muslicakat allitottunk el6. Az
létrehozott torzset western blot modszerrel validaltuk. Az igy
rendelkezésre allo Yodl taltermeld torzsek fenotipikus hatasat
teszteltiik Huntington kor és Alzheimer kor (amiloid-f tltermeld)

modellekben is.



3, Az aggregacios vizsgalatokat egy UAS-HTT 96Q.Cerulean
transzgént  expresszald  torzs  felhasznalasaval, konfokalis
mikroszkopias modszerrel végeztik el. A mikroszkopos képek
kiértékelése ImageJ Fiji software-rel ROl manager segitségével

tortént.

4, A Yodl molekularis hatdsainak megismeréséhez kiilonbozo
genotipusi muslicakbdl RNS-t izolaltunk, majd RNS szekvenalé
konyvtarakat hoztunk létre, melyeket Illumina short-read
szekvenalasnak alavetve RNS szekvenalason alapulo
transzkriptomikai analizist végeztiink. A szignifikdns expresszios
valtozast mutatd géneket DESeq2 programmal azonositottuk, az egyes
genotipusokban  differencialtan expresszalt gének csoportjain

FlyEnrichr programmal végeztiink diisulas analizist.



Fontosabb eredmények, tézispontok

1, A genetikai interakcids tesztek soran a Yodl tultermelése
(Yod1[EY07831]) és az Uspl RNS interferenciaval torténd
géncsendesitése (Uspl[JF02992]) javitotta a mHtt altal kivaltott
beteg fenotipusokat.

Kisérleteink soran 32 deubikvitindz hatdsat vizsgaltuk meg a
Drosophila Huntington-kér modelljében, amely soran a Yod!
tultermelése €s az Uspl RNS interferenciaval torténd géncsendesitése
javitotta az allatok életképességét, motoros képességeit, megnovelte a
median élettartamukat és csokkentette a neurodegeneracio mértékét.
Az Uspl esetében az eredményt fliggetlen funkciovesztéses mutans

alléllel (Usp1[c05664]) nem sikeriilt validalni.

2, A Yod1 tultermelésének hatasara bekovetkezo pozitiv hatasokat

sikeresen validaltuk.

A Yod1 tultermelés hatdsainak validalasanak céljabol létrehoztunk egy
UAS-Yod 1 flag konstrukciot és Drosophila embriokba injektaltattuk.
Az igy létrehozott torzsben a Yodl taltermelése a GAL4-UAS
expresszios rendszer szabalyozasa alatt valosult meg. A Yodl.flag
torzzsel megismételt kisérletek megerdsitették a Yod! taltermelésének
pozitiv hatdsait HD modelliinkben. QPCR kisérletekkel igazoltuk a
mHit transzgén valtozatlan expresszidjat a Yodl-et tultermeld

allatokban a kontroll HD allatokhoz viszonyitva.



3, A Yodl tultermelésének nincs negativ hatiasa az egészséges

allatok fenotipusara.

Annak vizsgalatara, hogy a Yod! tultermelésének van-e hatasa az
egészséges allatokra, a YodI[EY07831] allélt és a Httex].Q25
transzgént hordoz6 allatokkal genetikai interakcios teszteket
végeztiink. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a Yod! tultermelése
nem indukal neurodegeneracios folyamatokat és nem befolyasolja az

egészséges allatok fenotipusait.

4, A Yodl tiltermelése vegyes hatassal bir az Alzheimer-kor

Drosophila modelljében.

A YODI1 deubikvitindz tiltermelésének hatasat az Alzheimer-kor
(AD) amiloid-f fehérjét termeld Drosophila modelljében vizsgaltuk.
Az eredményeink azt mutatjak, hogy az AD allatok életképességét kis
mértékben rontja, a median élettartamot szignifikansan javitja, a
mozgasi képességekre nincs hatassal, a neurodegeneraciot pedig
fokozza a Yodl tultermelése. EbbOl arra kovetkeztethetlink, hogy a
Yodl tiltermelésének hatdsa specifikus a  Huntington-kor

patogenezisére.



5, A Yodl taltermelése megnoveli a nagyméretii aggregatumok

aranyat HD allatokban.

Az aggregacios vizsgalatokat egy UAS-HTT 96Q. Cerulean transzgént
hordozo torzzsel végeztiik el. A Yod! taltermelése nem befolyasolta az
egy sejtre jutd atlagos aggregatum szamot, azonban a 2 um-nél
nagyobb aggregatumok szama szignifikdnsan megnétt a Yod!-et
tultermelé6 HD allatokban a kontroll HD allatokhoz képest. A
nagyméretli aggregatumok kevésbé toxikusak, mint a kisebb mHTT
oligomerek, igy azok megjelenése menekité hatdsu lehet a mHTT

toxicitasaval szemben.

6, Transzkriptomikai eredmények.

A YodI tultermelésének hatasara 43%-kal csokkent a HD allatokban
diszregulalt gének szama, a kontroll HD allatokhoz képest. A HD
allatokban diszregulalt gének, melyeknek az expresszidja helyreallt a
Yodl thltermelésének hatasara olyan biologiai folyamatokhoz
kothetdek, mint az antimikrobialis védekezés, fehérjeszintézis, fehérje
metabolizmus, vezikularis transzport, neuronalis fejlédés és

plaszticitas, protein modifikacio, fény stimulusra adott valaszreakcio.

A YodI-et tiltermeld muslicak mintaiban, és a HD muslicak mintaiban
azonositott  diszregulalt gének kozott szignifikans atfedést

tapasztaltunk, emellett a YodI-et tiltermeld allatokban olyan gének
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megtalalhatéak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a YODI1 olyan

molekularis folyamatokat befolyasol, amire a mHTT is hatassal van.

A YodI-et tultermelé HD allatokban olyan gének megvaltozott
expressziojat is detektaltuk, melyek a HD allatokban nem voltak
diszregulaltak, ezek megvaltozott expresszidja valaszreakcio lehet a

mHTT altal kivaltott patogenezisre.



Osszefoglalas

Munkank soran 32 deubikvitindz gén hatasat vizsgaltuk a
Huntington-kér Drosophila modelljében. Azonositottuk a YODI1
deubikvitinazt, melynek tiltermelése javitja a mutans Huntingtin altal
kivaltott fenotipusokat. Az Alzheimer-kor amiloid-Bi4> peptid
termelésén alapuld Drosophila modelljében nem tapasztaltuk a Yodl
tultermelésének pozitiv hatasait, igy elmondhatjuk, hogy a YodI
a nagyméreti mHTT aggregatumok aranya a HD allatokban, ami

menekitd hatast lehet a HD patogenezise soran.

A transzkriptomikai analizis soran azt tapasztaltuk, hogy a
Yodl tiltermelése a HD allatokban fellépd transzkripcidés zavar
jelentds enyhiilését eredményezte. A YodI-et thltermeld allatok
mintaiban olyan gének megvaltozott expresszidjat is kimutattuk,
melyek a HD adatbazisokban is megtalalhatéak. Ezen eredmények,
illetve a Yod1 allatokban és a HD allatokban tapasztalt transzkripcios
valtozasok nagymértékii atfedése alapjan elmondhatd, hogy a Yodl
olyan molekularis utvonalakat befolyasol, melyek szerepet jatszanak
a HD patogenezisében. A Yod! thltermelésének hatasara szamos gén
expresszidja megvaltozott HD allatokban, mintegy valaszreakcio a

mHTT toxikus hatasara.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a Yod! taltermelésével
sikeresen szupresszaltuk a human mHTT exonl fragmentje altal
okozott fenotipusokat, ezért a YOD1 egy potencialis terapias célpont

lehet a Huntington-kor kezelésében.
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Summary

In our work, we investigated the effects of 32 deubiquitinase
genes in a Drosophila model of Huntington's disease. We identified
the YOD! deubiquitinase, whose overexpression suppressed the
mutant huntingtin-induced phenotypes. In a Drosophila model of
Alzheimer's disease, which is based on the production of the amyloid-
Bi-42 peptide, we did not observe positive effects of Yodl
overexpression, suggesting that the effect of Yod! is specific for HD
pathology. YodI overproduction increased the ratio of large mHTT
aggregates in HD animals, which may play a protective role in the

pathogenesis of HD.

In transcriptomic analysis, we found that overexpression of
Yodl resulted in a significant attenuation of the transcriptional
dysregulation in HD animals. The high overlap between the
dysregulated genes in YodI-overexpressing animals and HD animals,
as well as the enrichment of genes, which were differentially
expressed in Yodl flies, in HD datasets suggest that Yod! affects
molecular pathways that are involved in the pathogenesis of HD.
YodI-overexpression resulted in altered expression of several genes in
HD animals, which genes might participate in the cellular response to

the toxic effects of mHTT.

Overall, we conclude that overexpression of Yodl
successfully suppressed the phenotypes caused by the exonl fragment
of human mHTT, therefore it could be a potential therapeutic target

for the treatment of Huntington's disease.
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