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Anh hudng cua vigce biéu hién vurot mic
Drosophila ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 1én qu4 trinh phat trién mat rudi
giam Drosophila melanogaster

Cao Thi Thuy Trang, Bang Thi Phuong Thao

Tom tir—Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
L1 (UCH-L1) cta nguwoi thuéc nhom enzyme thiay
phén lién két giira cic phan tir ubiquitin, hoat djng
trong hé théng ubiquitin - proteasome. UCH-L1 hién
di¢n nhiéu trong té bao thin kinh va c6 lién quan dén
cac bénh thoai héa thin kinh nhw Parkinson va
Alzheimer. Bit thwong trong biéu hién ciia UCH-L1
ciing dwgc tim thiy trong nhiéu loai ung thw. Nhirng
ghi nhan trén cho thiy UCH-L1 gép phin duy tri
hoat dong binh thwong ciia t& bao, mé va co quan.
Tuy nhién, chitc ning cia UCH-L1 vin chwa dwoc
hiéu rd. Pic biét, hién chwa c6 cong bd nao vé vai tro
ciia protein nay trong qui trinh phat trién. Nhim
tim hiéu chirc ning cia UCH-L1 trong co thé séng,
chiing tdi sit dung md hinh rudi giAim Drosophila
melanogaster dé nghién ciru anh hwéng cia dUCH
(protein twong déng ciia UCH-L1 trén rudi) 1én qua
trinh phat trién ciia ca thé. Cu thé trong nghién ciru
nay la sy phat trién mét rudi gidm. Két qua cho thiy
ting bidu hién dUCH chuyén biét tai mé mit giy ra
sai hong trong dinh hwéng ciia mit con va sy biét
héa ciia cac té bao sic t6. Cac két qua nay la bing
chitng cho tiém ning cia dUCH nhw mdt nhan tb
tham gia vao diéu hoa qua trinh phat trién mét rudi.

Tir khéa—biét hoa, Drosophila melanogaster, té
bao sic t6, UCH-L1, véng mac

1 GIOI THIEU

CH-L1 duoc xép vao phan 16p cac protease
thiy phan lién két ¢ diu C cua phan tir
ubiquitin (ubiquitin C-terminal hydrolase — UCH),
giai phong ubiquitin don phan [1]. Bén canh hoat
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tinh thiy phan, UCH-L1 con dugc cho 1a cé hoat
tinh ndi ubiquitin in vitro véi co chat 1a a-
synuclein khi & trang thai ludng phan [2] va chic
ning 6n dinh lugng ubiquitin don phan ndi bao
bang cach lién két véi cac phan tir nay [3].

UCH-L1 biéu hién rat doi dao trong cac té bao
thuoc hé than kinh, chiém dén 1-2% tong luong
protein tan hién dién trong ndo [4], dd dugc chung
minh 14 can thiét cho viéc duy tri cau tric va chac
nang binh thuong cuaa synap [5, 6]. Bén canh do,
nhiéu bang ching cho thdy UCH-L1 c6 lién quan
dén céac bénh thoai hoa than kinh [7]. Cac dot bién
193M va E7A gay giam manh hoat tinh cia UCH-
L1 lan luot gay bénh Parkinson [8] va hoi chung
thodi hoa than kinh tir nho [9]. UCH-LI ciing hién
dién trong nhiéu khdi u nhu ung thu tuy, ung thu
biéu mod tuyén, ... Bén nay, nhiéu bang chang thuc
nghiém da chi ra hai tiém ning duong nhu dbi lap
ciia UCH-L1: gene gy ung thu va nhan t6 ¢c ché
khéi u [10]. Tir d6 co thé thiy, UCH-L1 can thiét
cho viéc duy tri hoat dong binh thuong cia co thé
va cac bat thuong trén protein nay co thé gy ra
nhiéu loai rdi loan va bénh 1y. Tuy nhién, co ché
hoat dong ciia UCH-L1 van con nhiéu bi an. Viéc
tiép tuc tién hanh cac nghién cu nham ting cuong
hiéu biét vé UCH-L1 ciing nhu mdi lién hé giira
protein nay véi cac loai bénh la can thiét. Mat
khac, cac nghién ctru truge day da cho thay nhiéu
kha nang dUCH, protein twrong dong cia UCH-L1
trén rudi, co lién quan dén qué trinh phat trién cua
mat rudi. Viéc ting hay giam biéu hién cua dUCH
dinh huéng tai moé mét déu gay kiéu hinh mit
nhé&m & rudi trueang thanh [11, 12].
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Rudi gidm la mot dong vat moé hinh duoc sir
dung tir lau dé phuc vu cong cudc nghién ciru va
¢6 nhiéu déng gop cho su phét trién cua sinh hoc
[13]. Mat rudi mang nhimg dic diém phu hop cho
viéc nghién ctu chitc nang gene, dac biét 1a cac
nghién ctru lién quan dén biét hoa va hinh thanh co
quan chirc ning trong co thé. Mat rudi truong
thanh c6 ngudn géc tir dia tién phan sinh mit trong
giai doan au tring. V& mat cau tric, mat dugc tao
thanh tir vai traim mit con duoc sip xép trong mot
mang ludi sau canh hinh t6 ong theo mot trat tu
nhat dinh [14]. Tt ca mét con duoc dinh hudng
ddng déu va c6 dang ddi xing qua guong & nua
mat lung va nira mat bung. V& ciu tao, mdi mét
con gom tam té bao thu quang dugc danh sé tir R1
dén RS, déng vai tro ¢t 15i trong con duong bién
ddi tin hiéu anh sang. Bén té bao non sap xép can
ddi va gan nhu nam toan bo bén trén cac té bao thu
quang. Hai té bao sic t so cap c6 hinh ban nguyét
bao quanh cac té bao nén. Ngoai ra la sau té bao
sic t6 thir cip kéo dai tao thanh sau canh cung ba
té bao sic t6 cip ba va ba long gai dugc chia sé
gitra cac mat con lién k& (hinh 2 A). Mdi mit con
cling s hitu mot hé thdng khic xa anh sang gom
thau kinh mang sirng va nén thuy tinh, dugc tiét ra
bai té bao nén cuing céc té bao sic t6 so cp va thir
cap. C4c té bao sic tb san xuét cac hat sic té gidp
ngin sy tan xa anh séng giira c4c mat con va bao
vé té bao thu quang khoi ton thuong gy ra boi anh
sang. Ngoai ra, chung ciing san Xxuit cac thanh
phan can thiét cho con duong dan truyén tin hiéu
anh sang & mat rudi [14-16].

Trong nghién ctru ndy, nhim tim hiéu siu hon
vé vai tro ctia dUCH trong qua trinh phat trién mét
rudi, chung t6i da khao sat tic dong cua viéc biéu
hién vuot mirc dUCH 1én cac loai té bao trén vong
mac nhong 42 gid. Két qua cho thiy biéu hién
vuot mirc dUCH lam gia tang cac bat thuong trong
trat ty va dinh hudéng cua mit con trén vOng mac
cling nhu sy biét hoa cia cac té bao séc to.

2 VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Cic dong rudi dwge sir dung
Céc dong rudi dugc nudi giir trén moi truong co
ban chira 0,9 % agar, 5 % duong, 5 % nim men va
3 % sira bot. DONg rudi mang trinh ty GMR-GAL4
gitp dinh hudng biéu hién chuyén biét tai md mét

rudi giam [17]. Dong rudi mang UAS-dUCH trén
nhiém sic thé sé 3 gilp tao dong biéu hién vuot
mac dUCH [12]. Dong rudi mang UAS-lacZ (ma
s6 107532, Trung tdm Kyoto, Nhat) duoc sir dung
dé tao dong ddi ching.

Lai tao cac dong rudi thi nghi¢m

Pé thu duoc cac dong rudi can thiét cho thi
nghiém, ching tdi sir dung hé thong GAL4/UAS.
Nguyén tic nhu sau: GAL4 c6 kha ning bam vao
trinh ty UAS (Upstream Activating Sequences) va
kich thich phién ma trinh ty muyc tiéu nam sau
UAS. Promoter GMR cho phép GAL4 biéu hién
chuyén biét ¢ cac té bao mat rudi trong giai doan
phét trién. T6 hop GMR-GAL4 va UAS-trinh ty
muc tiéu dugc dat trong hai dong rudi riéng biét.
Phép lai gitra hai dong rudi trén tao ra con lai F1
vira biéu hién GAL4 dinh hudng mat, vira mang t6
hop UAS-trinh tu muc tiéu. GAL4 sau d6 s& bam
vao UAS gilp phién ma trinh ty muc tiéu trong mo
tuong ung.

Nhu vay, trong nghién ctru nay, dong rudi biéu
hién vuot mac dUCH c6 kiéu gen GMR-GALA4/+;
+; UAS-dUCH/+ (ky hiéu GMR>dUCH) la con lai
thé hé F1 cua phép lai giita dong GMR-GALA4; +;
+ va +; +; UAS-dUCH. Dong ddi ching c6 kiéu
gene GMR-GAL4/+; +; UAS-lacZ/+ (ky hiéu
GMR>lacZ) la con lai thé hé F1 cua phép lai giira
dong GMR-GAL4; +; + va +; +; UAS-lacZ.
Nhu$m mién dich huynh quang

Pé chuin bi cho ky thuat nhuém mién dich
huynh quang, nhong duc 42 gio dugc thu nhan,
tach iy ndo va véng mac, giit trong phosphate-
buffered saline (PBS) lanh. M6 dugc ¢ dinh trong
dung dich PBS chaa 4,6 % paraformaldehyde
trong 35 phat, sau d6 rira 3 lan, mi lan 20 phat
véi PBS chira 0,3 % triton X-100. Khoa mau voi
PBS chtra 0,15 % triton X-100 va 10 % huyét
thanh dé trong 30 phut, b6 sung khang thé so cap
va u 18-20 gio ¢ 4 °C (khang thé chuot khang Cut
va khang thé chuot khang Discs-large (Dlg) cua
DSHB (Developental Studies Hybridoma Bank)
Vv6i ty 1 1:500; khang thé chuot khéang Chaoptin
cua DSHB véi ty 1¢ 1:100). Sau d6, mau duoc rira
5 lan, mdi lan 20 phat véi PBS chia
0,3 % triton X-100 va i véi khang thé thir cap gén
chat phét huynh quang Alexa 488 hoic 594 (ty 1é
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1:400, Invitrogen) trong PBS chua 0,15 % Triton
X-100 va 10 % huyét thanh dé, 18-20 gis & 4 °C.
Rua mau 5 1an, mdi lan 20 phut trong PBS chira
0,3 % triton X-100, rua lai voi PBS va tach lay
vong mac, c¢6 dinh trén lam kinh trong dung dich
bao quan Vectashield Mounting Medium (Vector
Laboratories). Két qua dwgc ghi nhan bang kinh
hién vi huynh quang Eclipse Ni-U (Nikon).

Déi voi viec phan tich két qua hinh anh nhuom
mi&n dich huynh quang vai khang thé khang Cut,
nim vong mac dwoc chon tir mdi dong rudi thi
nghiém. Sau d6, bén ving don vi ¢ dién tich
56251 um? duoc xac dinh bang phan mém Adobe
Photoshop CS6 trén mdi vong mac. Viéc dém té
bao trén ving don vi dwoc thyc hién bang phan
mém Imagel, trong d6 s6 luong cum té bao non va
s6 lwong té bao nén trong mdi cum duoc ghi nhan.
Céc cum duoc xem la bat thuong c6 s6 té bao khéac
bén. Mirc d6 bat thuong vé sé lugng té bao trong
cum té bao non dugc phan anh qua thong sb “ty 1&
cum bét thuong” ciia ving don vi va xir ly théng
ké bang kiém dinh Mann-Whitney cua chuong
trinh GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
Céch tinh ty 1& cum bt thudng nhu sau:

S6 lugng cum bat thudng

Ty 1& cum bat thudng = s
Tong s6 cym

Chaoptin

GMR>lacZ
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3 KET QUA VA THAO LUAN

Anh huéng cia viée biéu hién vwot mirc dUCH
1én té bao thu quang trong mit rudi ¢ giai doan
nhng 42 gio

Trong qué trinh phét trién cia mét rudi, cac té
bao dugc bd sung va biét héa theo trinh tu ¢ dinh:
cac té bao thy quang, t& bao non, té bao sic td so
cip, c4c té bao sic té thir cap va cip ba. Trong do,
tin hiéu tir céc té bao biét hoa trudc dong vai tro
quan trong trong viéc bd sung vao mét con va biét
hoa cua cac té bao chua biét hoa xung quanh [18,
19].

Pé tim hiéu vai tro cua dUCH trong qué trinh
phat trién cia mét rudi, tac dong cua viéc biéu hién
vuot mirc dUCH én céc té bao thu quang duoc
khao sat. Ching t6i nhuom mién dich huynh quang
vong mac nhong 42 gio cua dong rudi biéu hién
vuot mic dUCH - GMR>dUCH - véi khéng thé
khang protein Chaoptin biéu hién chuyén biét trén
mang té bao thu quang. Dong rudéi GMR>lacZ
duoc st dung 1am di chung nham so sanh sy bién
dong trong cau tric mét rudi. Chang toi ghi nhan
dugc cac ri loan trong phan b cum té bao thu
quang trén nhiéu viing cua véng mac rudi biéu hién
vuot micc dUCH (Hinh 1 B). Tuy nhién, sé luong té
bao thu quang khong thay ddi (Hinh 1 A, B)

Chaoptin

GMR>dUCH

Hinh 1. Két qua nhuém mién dich huynh quang vdng mac nhong 42 gio v6i khang thé khang Chaoptin ctia dong ddi chimg (A)
va dong biéu hién vuot mirc dUCH (B). Thudc trén hinh biéu thi 10pm.
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Biéu hi¢n vuwot mirc dUCH lam gia ting cac bét
thwong trong trit tw va dinh huéng ciia mit
con, hinh thai va cich sip xép ciia té bao sic t6
trén vong mac & giai doan nhong 42 gio

Tiép theo, chlng tdi khao sat cic tac dong cua
viéc biéu hién vuot mic dUCH Ién chu tric dic
trung ¢ mat dinh véng mac. Vong mac nhong 42

TB sic td cip ba
TB séc té tha cép
TB sic td so cfip_

TB nobn——""
Long gai

I'rudce

Bung

gio tir cac dong rudi thi nghiém dugc nhuém voi
khang thé khang protein Discs-large (DIg) hién
dién trén mang té bao. Qua do6, chung toi phan tich
trat tu va dinh hudng cia mit con ciing nhu ghi
nhan nhitng bat thuong trén té bao non va cac loai
té bao sac tb.

GMR=>lacZ

GMR>dUCH

Hinh 2. Biéu hién vuot mitc dUCH géy ra céc bit thuong trén mit dinh vng mac nhong 42 gio.

(A) Hinh anh mét rudi treong thanh [14]; so db minh hoa dinh huéng cia mét con véi doan thing mau xanh 14 trong trung cho xich
dao; cAu trac mit con nhin tir mat cit dinh & giai doan nhong vdi a - & bao non trude, p- & bao non sau, pl - té bao non cuc, eq - té

bao non xich dao, miii tén 16n mau do chi chiéu cuc — xich dao.

(B-C) Két qua nhuém mi&n dich huynh quang véng mac nhong 42 gid v6i khang thé khang Dlg cua dong dbi chimg (B) va dong

biéu hién vugt mitc dUCH (C).

(D-E) So @b phan tich dinh huéng cc mit con trong hinh B (D) va hinh C (E). Céc doan ngén mau den biéu dién dinh huéng mat
dinh ctia mét con, cic duong tron den biéu didn mét con khong thé dinh huéng. Pudng mau xam nhat biéu dién huéng trude-sau

cua vong mac,

(F-G) Hinh anh phong to ctia phin dwoc dong khung & Hinh B (F) va hinh C (G).

Thu6c trén tit ca cac hinh biéu thi 10 pm.

O giai doan nhong 42 gio sau khi hinh thanh
kén, c&c mit con da bd sung day du cac loai té bao,
chi con mot vai té bao thira trong mang luGi sau
canh can duoc loai bo. Dbi véi dong rudi ddi
chimg biéu hién lac Z dinh huéng md mat, ngoai
mot s6 bat thuong nho it gap, cAc mat con trén
vong mac déu cé trat tu va dinh huéng dong déu,
céc loai té bao co6 hinh dang va vi tri dic trung
(Hinh 2 B, D, F). Trong khi d6, viéc biéu hién
vuot mic dUCH da lam gia ting cac sai hong trén

mit dinh véng mac cua dong rudi nay so véi dong
d6i ching. Cu thé, trén nhiéu ving ghi nhan, céc
mét con cua dong biéu hién vuot mic dUCH
khong dwoc xép thing hang, dinh huéng khong
dong déu va khong phu hop véi dinh hudng cia
vong mac (Hinh 2 C, E). Chiing t0i cling quan sat
duoc cac cum té bao non co kich thuge chénh léch
nhau va d6i khi bién dang. Thém vao d6, hinh thai
ctia cac loai té bao sic t6 ciing c6 nhiéu thay doi.
Té bao séc té so cip méo mé va/hoic sai s luong.
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Hinh dang cua cac té bao sic tb thir cip va cap ba
(goi chung 1a céac té bao sic té lién mat con) bi
bién d6i. Ngoai cac thay d6i vé hinh théi, phan bd
cua cac té bao nay ciing trd nén Ion xon. Nhiéu
viing trén véng mac c6 cac mat con ké can dugc
ngin cach boi nhiéu hon mot hang té bao sic t6
lién mat con. Nhu hé qua, mét con trén cac ving
bit thuong cua véng mac biéu hién vuot muc
dUCH khéng duy tri dugc hinh dang luc giac ma
tré nén tron hon. Cac long gai trén vong mac phan
bé 16n xon, c6 thé do bi anh huéng tir su bét
thuong cua cac té bao sic to. Hon nira, tinh trang
dinh mat con do mat té bao sic té thir cip ciing gia
tang (Hinh 2 C, G).

Nhu vay, viéc biéu hién vuot mac dUCH di anh
huong dén dinh huéng ciia mat con & mat dinh
vong mac nhong 42 gid va su biét hda cua cac té
bao té bao sic tb.

Céc nghién ctru truée day da cho thdy biéu hién
vuot mac dUCH cam ung sy chét theo chuong
trinh di kém hién tugng ting phan bao trén dia tién
phan sinh mit cua 4u tring béac ba [12]. Trong qua
trinh biét hoa mit rudi, cac té bao séc té thu cap va
cap ba la nhiing té bao véng mac cubi cing duoc
xac dinh. Co ché apoptosis dugc s dung dé loai

GMR>lacZ
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bo céc té bao thira va hoan chinh mang ludi sau
canh cua mét rudi [18, 19]. Apoptosis qua muc co
thé s& gay cac rdi loan bt thuong, anh huong dén
s lwong, sy siap xép céc té bao trong qué trinh
kién tao mét rudi.
Anh huéng cia viée biéu hién vwot mirc dUCH
1én té bao nén ciia mit rudi & giai doan nhong
42 gio

Sau khi c6 dugc nhan dinh tong quat vé anh
hudng cua viéc biéu hién vuot mirc dUCH 1én ciu
tric mat dinh vong mac, ching t6i tién hanh tim
hiéu sau hon céc tac dong trén té bao non. Pay la
té bao cung tép tin hiéu can thiét cho su biét hoa
clia cac té bao sic td so cdp. Vong mac nhong 42
gio tir cac dong rudi thi nghiém dwoc nhudém mién
dich huynh quang vé&i khang thé khang protein
Cut, mot nhan té diéu hoa phién ma dac trung cho
té bao noén. Két qua thuc nghiém cho thiy c6 su
gia ting cac cum té bao bt thudng trong vdng mac
rudi biéu hién vugt mirc dUCH thé hién & cach sip
xép cac cum té bao (Hinh 3 A, B). Su khac biét vé
sO luong cac cum té bao nén bat thuong & rudi
biéu hién vugt mic dUCH ¢ ¥ nghia thong ké
(Hinh 3C)

GMR>dUCH

Ty 1& cum bét thudng
trong vung don vi

Cz
S
B

Y
o

Hinh 3. Anh huéng cua viéc bidu hién viot mirc dUCH 1én té bao non ciia mét rudi & giai doan nhong 42 gio.

(A-B) Két qua nhuém mi&n dich huynh quang vong mac nhong 42 gid v6i khang thé khang Cut ciia dong déi chimg (A) va dong

biéu hién vugt mitc dUCH (B).

(C) D thi biéu din ty 1& cum bt thudng trén vong mac nhong 42 gio ciia dong dbi chimg va biéu hién vuot mirc dUCH (xir ly

théng ké bfmg kiém dinh Mann-Whitney, n=20, p=0,0188).
Thu6c trén hinh biéu thi 20 pm.
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Nhu vy, biéu hién vuot mic dUCH lam gia
tang cac bat thuong vé hinh thai, nhung khong anh
huong dén lugng té bao nén trong mat con cia
v8ng mac nhong 42 gio.

4 KET LUAN

Trong nghién ctu nay, ching t6i da st dung
thanh cong md hinh rudi giam biéu hién vuot muac
dUCH dinh huéng md mét dé khao sat anh huong
ciia dUCH 1én qua trinh phat trién mat rudi. Viéc
biéu hién vuot mic dUCH d lam ting bét thuong
trong trat tw va dinh huéng & mat dinh cua mat
con, ciing nhur bit thuong trén céc loai té bao khéac
nhau cua vdng mac nhong 42 gio. Cac két qua thu
nhan duoc cho thiy tiém ning tham gia vao diéu
hoa qua trinh phat trién cia dUCH. Két qua nghién
clru dong gdp vao hiéu biét vé vai trd cua dUCH
trong co thé séng va gop phan dinh hudng céc
nghién cttu vé UCH-L1 trong tuong lai.

Loi cdm on: Nhom tdc gia xin chan thanh cam on
Phong thi nghiém Cong nghé Sinh hoc Phan tu,
Trweong Dai hoc Khoa hoc Tw nhién, PHOG-HCM
da hé tro cho viéc thuc hién nghién ciru nay.
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Abstract—Human  ubiquitin  carboxyl-terminal
hydrolase L1 (UCH-L1) is a member of
deubiquitinating enzyme group and a component of
ubiquitin-proteasome system. Being one of the
neuron-specific proteins, abnormalities of UCH-L1
was observed in several neurodegenerative diseases
such as Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease.
On the other hand, UCH-L1 was also found to be
present in various kinds of cancers with inconsistent
acting reported in different studies. Together these
records indicated the involvement of UCH-L1 in
maintaining normal activities of cells, tissues and
organs. However, in vivo significance of the protein

remains unclear. In addition, among the attempts
made to approach the biological function of UCH-
L1, there has been no previous report addressing its
part in development. In order to explore the
function of UCH-L1, we utilized Drosophila
melanogaster as model to investigate effects of
dUCH (a Drosophila homologue of human UCH-L1)
on the development. Particularly in Drosophila eye
development, in this study. Our experimental results
revealed that specific overexpression of dUCH in eye
tissue induced the disruption in ommatidia
orientation and defects in differentiation of pigment
cells. These results are evidence that support the
role of dUCH as a development mediating factor.

Index Terms—differentiation, Drosophila melanogaster, pigment cell, UCH-L1, retina.



