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ROVIDITESEK JEGYZEKE

8SC — a Strep-p54 C-termindlisat kodolo transzgent hordozo alaptorzs neve

AAA - AAA ATPaz domén

AAA-ATP&z — szdmos sejtes aktivitassal-asszocidlt ATPaz (ATPases associated with various cellular
activities)

AMP — adenozin 5’-monofoszfat (adenosine 5’-monophosphate)

APC/C — anafazist propagalé komplex/cikloszéma (Anaphase promoting complex/cyclosome)
APF-1 — ATP fiiggé proteolizis faktor-1 (ATP-dependent proteolysis factor-1)

as. —aminosav

ATP - adenozin 5‘-trifoszfat (adenosine 5‘-triphosphate)

ATPAaz - adenozin 5°-trifoszfat bontasra utal6 enzimaktivitas

bp — DNS béazispar

C18 — a p54 C-terminalisat kodolé transzgént hordozo alaptorzs

CBD - kitin-koté domén (Chitin-binding domain)

CDK - ciklin-fiiggé kinaz (Cyclin-dependent kinase)

cDNS — komplementer DNS (complementary DNA)

CP — a 26S proteaszoma 20S kdzponti partikuluma (Central Particle)

C-terminalis — a fehérje karboxi-terminalis vége (vagy fele)

CTF - a p54 fehérje karboxi-terminalis fele

CyO - balanszer kromoszéma Cy (Curly — felfelé pondor6dé szarny) markerrel (FBba0000025)
A - valaminek a hianya

AK - a p54 terminalis lizinjeinek hianya

da — daughterless (altalanos kifejez6dést eldsegité promoter)

Dm - Drosophila melanogaster

dsRNS - duplaszali RNS, az RNS-interferencia jelenséget indukélja

Dsk2 — UBA/UBL extraproteaszomalis poliubiquitin receptor

DTT - ditio-treitol (enyhe redukaldszer)

DUB - deubiquitilalé enzim

E1 - ubiquitin-aktivalé enzim

E2 - ubiquitin-konjugalé enzim

E3 - ubiquitin-ligdz enzim

E4 — az ubiquitin 1anc meghosszabbitasat végzo enzim

EE — embri¢ 6sszfehérje-extraktum

ERAD - endoplazmatikus retikulumhoz asszocialt degradacio — a fehérjék mindségellenérzése
Extraproteaszomalis — a proteaszomatol fliggetlen

g/v — vegyesszazalék (gramm anyag 100 ml oldatban)

Gal4 — az éleszté UAS-re specifikus transzkripcios faktor

Gal80"% — a Gal4 termo-szenzitiv represszora

GSH - redukalt glutation

GST - glutation-S transzferaz

h - 6ra

HECT - az E6-AP E3-ligazra jellemz6 domén (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus)
HbY X — a regulator komplex ATPA&z alegységeinek C-terminalis motivumai (Hidroféb (Hb) — tirozin ()
— barmilyen (X)), melyek a 20S proteaszéma kapunyitdséban jatszanak szerepet

HRP — torma-peroxidaz (horseradish-peroxidase)

Hs — Homo sapiens

If — dominéns genetikai marker (Irregular facets - rés szem) a 2. kromoszéméan (FBal0005583)
K —a lizin aminosav egybetiis nemzetkdzi kddja

kDa — molekulatémeg (kilo-Dalton)



mAt — monoklonalis antitest

MDa - molekulatémeg (Mega-Dalton)

MG132 - specifikus proteaszéma gatl6 vegyiilet

MKRS - balanszer kromoszoma Sb (Stubble — borostas sz6rozottség) markerrel (FBba0000066)
MRNS - hirvivé ribonukleinsav (messenger ribonucleic-acid)

Ndf — N-terminalis degradacios fragment

N-termindlis — a fehérje aminotermindlis vége (vagy fele)

NTF — a p54 fehérje amino-terminalis fele

ODC - ornitin-dekarboxilaz; a proteaszoma ubiquitilalatlan szubsztratja

P-elem - valamely kromoszéméra integralodott, a vizsgéalni kivant mesterséges transzgént hordozo
mobilis genetikai (P) elem

p54 — a proteaszoma poliubiquitin receptora

PAGE - poliakrilamid gélelektroforézis

pAt — poliklondlis antitest

PCR - polimeraz lancreakcio

PIPs — proteaszdmaval kolcsonhato fehérjék (proteasome interacting proteins)

PMSF - fenil-metil-szulfonil-fluorid, specifikus szerin-protedz gatlo vegydlet

poliUb — poliubiquitin

Pros54 — a p54 fehérjét kddolé Drosophila gén

Pru — pleckstrin-szerii ubiquitin receptor domén (pleckstrin-like receptor for ubiquitin)
PVDF - polivinilidin-fluorid, fehérjék megkotésére hasznalatos membrén

Rad23 — UBA/UBL extraproteaszomalis poliubiquitin receptor

RC —a 26S proteaszoma 19S regulator komplexuma (Regulatory Complex)

RING - egyes E3-ligazokra jellemz6 cink-ujj motivumok (Really Interesting New Gene)
Rpt — regulator partikulum tripla-ATPaz alegységek (Regulatory Particle of triple-ATPase)
Rpn - regulator partikulum nem-ATPA&z alegységek (Regulatory Particle non-ATPase)
RT-PCR - reverz transzkripciéval kapcsolt PCR

Sc — Saccharomyces cerevisiae

Sccl — a kohezin-komplex N-degront hordoz6 alegysége

SCF - Skp, Cullin és F-boxbol 6sszealld E3-ligaz komplexum

SDS - natrium-dodecil-szulfat anionos detergens (Sodium-dodecyl-sulphate)

SUMO - ubiquitin-szerii (Ubl) modosito fehérje (small ubiquitin-like modifier)

TBS — Tris-sel pufferelt sdoldat

TBST - TBS+Tween-20 detergens oldat

TCA —triklér-ecetsav (a fehérjék kicsapasa soran alkalmazott vegyiilet)

TMG6B — balanszer kromoszoma Tb (Tubby — gémb6lyded larva és bab) és Hu (Humeral - extra sz6rok az
adult humerélis zénajaban) markerekkel (FBba0000066)

UAS - enhancer analdg az élesztdben, a Gal4 transzkripcios faktor kotShelye (upstream activating
sequence)

Ub — ubiquitin: héstabil polipeptid, amely kovalensen kotédhet valamely fehérje lizinjére.
Uba — ubiquitin aktival6 enzim (E1)

UBA - ubiquitinnel asszocial6 domén (Ubiquitin-Associated domain)

Ubc — ubiquitin konjugalé enzimek (E2)

UBL - ubiquitin-szerti domén (Ubiquitin-like domain)

Ubl — ubiquitin-szerti fehérjék

UCH - ubiquitin C-termindlis hidrolaz

UIM — ubiquitinnel kélcsénhatd motivum (Ubiquitin Interacting Motif)

VDRC - bécsi Drosophila RNS-interferencia kdzpont (http://stockcenter.vdrc.at/control/main)
v.k. — végkoncentracio

v/v — térfogatszazalék (ml anyag 100 ml oldatban)

VWA — von Willebrand-A faktorra jellemz6 domén



BEVEZETES

,,»Az alapkutatas haszna sohasem mutatkozik meg olyan hamar, mint az

alkalmazott kutatdsé, de nem is sziinik meg olyan gyorsan.”

(Selye Janos: Alomtdl a felfedezésig)

Eloszo

Mi az élet? Honnan jottink, hogyan, mikor és miért lettink? Ilyen és ehhez hasonlo
filozofiai kérdésekre keresi, és részben talalja meg*? (kivéve talan a miért-et) a véalaszt az 6ntudat,
az ismeretlen megismerésének vagya és a kutatni akaras képességével rendelkezé6 Homo sapiens.
Egyr6l jut a kettére, majd a haromra, juhokat keresztez a jobb utddlas erdekében, leteszi a
genetika alapjait, kristalyokat valogat szét, megismeri a sejtet, a sejtek szervez0dését, 1étrejonnek
az ,,omikék”, és Nobel-dijjal, vagy mas kitiintet6 cimmel jutalmazza embertérsait, akik
hozzéasegitik letének megeértéséhez.

Mai elkepzelésiink szerint az élet biokémiaja rendkivil Osszetett folyamat. Az elmult
évtizedekben dogmak szazai tették le a sejt milkodésének biokémiai alapjait, de ennek ellenére
még ma is szamos izgalmas és érdekes megfigyelésrél szamolnak be a tudomanyos folydiratok.
Kezdve a gének miikodtetésétl, az RNS molekulak Gjfajta szabalyozd szerepén &t, egészen a
fehérjék bonyolultan funkcionald vildgaig. Ma mar minden biolégiaval foglalkozé embernek
egyértelmii, hogy a legtébb protein dinamikusan valtoz6 biokatalizator, amelynek mennyisége a
sejt egy adott életpillanatiban a szintézise és lebontésa aranyatol fligg. A fehérjék eltdvolitasaban
szerepet jatsz0 ubiquitin-proteaszdma rendszer, amely miikodésérél ma mar sokat, de egyben
nagyon keveset is tudunk, pedig csak egy téredéke annak a bonyolult biokémiai haldzatnak,
amely a protedm Osszetettségét befolyasolva a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban vesz részt.
A dolgozatomban leirtakkal, még ha egy csipetnyit is, de ennek a teriiletnek a jobb megértéséhez

szeretnénk hozzajarulni.



Tudomanytdrténeti bevezetés

Az 1950-1980-as évek kozti idoszak egyik legfontosabb kérdése az volt, hogy hogyan
forditodik at a genetikai informaci6 RNS-re, majd fehérjékre. Valdjaban még a ’40-es évek
elejéig is Ugy tartottdk, hogy a szervezetiinket felépitd fehérjék sérthetetlenek, elnytihetetlenek
(,wear-and-tear”), s csak és kizarolag a taplalékkal bejutatott proteineket tudjuk megemészteni,
hogy épitdelemeiket anabolikus folyamatainkban felhasznaljuk. Néhany kutato kétségbe vonta az
elmélet valodisagat, de megfeleldé nyomjelzési technikdk (pl. izotopok) hidnyaban sem
bizonyitani, sem pedig cafolni nem tudtak azt.

Ez az ortodox ,,dogma” megddlni latszott, miutan Rudolf Schoenheimer® és kollégai,
izotdpos nyomijelzés technikaval, pasteuri precizitassal és pontossaggal végzett patkanykisérleteik
eredményeit bemutattak. Elséként a vilagon °N-nel jelélt tirozint (vagy leucint) injektaltak
patkanyokba. Meglepetésiikre a vizeletben megjelent °N-tirozin a bejuttatott mennyiségnek csak
a fele volt, mig a maradék 50% a szoveti fehérjékben, s6t, a fehérjékben nem csak a tirozinban,
hanem a legtdbb vizsgalt aminosavféleség aminocsoportjaban jelent meg*’. Elgondolasuk
szerint, a szOveti fehérjék degradécidjara és felépitésére, valamint az egyes aminosavak
egymasba alakulasara egyfajta szigort dinamizmus jellemz6 a sejten beliil is. Az elméletet a
tudomanyos kozvélemény hosszi évekig ignorélta, s még olyan zsenialis tudosok is, mint a
Nobel-dijas Jacques Monod®, a neviiket adtak ltalanositasokbol eredé cafolatok alapjan irodott
tanulmanyokhoz, melyek a schoenheimeri elmélet képtelenségét, erdvel hangsilyoztak':
“Osszegezve: nincs olyan bizonyiték, amely alatamasztana, hogy az emlés sejtekben a fehérjék
dinamikus egyensulyban lennének. Kisérleteink szerint, a novekvé E. coli sejtekben a vizsgalt
fehérjék allandoak, statikusak, ezért szilkségtelen feltételezniink, hogy a fehérjéknek barmi kozik
is lenne a dinamikus &llapothoz”. Schoenheimer korai haldla nem téantorithatta el tamogatdit;
kényve® (A fehérjék dinamikus &llapota) nemzedékeket inspiralt a téma folytatasara, amely az
intra- és extracellularis proteolizis megismerésének kezdeti korszakat jelentette.

Az ’50-es években a belga Christian de Duve felfedezte a lizosz6méat®, s benne egy
Kizardlag savanyu koriilmények kozott mikodé protedzt, a katepszin B-t. Parhuzamosan végzett,
de fiiggetlen kisérleteknek'® koszonhetéen, a kutatok végre el6allhattak egy létezd fizikai
entitassal, egy olyan sejtorganellummal, amely feltehetéen az intracellularis fehérjék bontasaért
felelos. Tették ezt annak ellenére, hogy abban az idében még komoly problémét okozott a

lizoszéma szubsztrat-felvételének és milkodésének pontos molekularis — értelmezése™*2.
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Megsziletett tehat az intracellularis fehérjebontas valédi dogmaja, amely szerint a fehérjék
minden kétséget kizardéan dinamikusan valtozé biomolekuldk, melyek mennyisége a sejtben a
szintézisuk és a lizoszomalis lebontasuk aranyatol figg.

Az ezt kovetd években szdmos, ellentmondasos kisérleti eredmény latott napvilagot,
miszerint bizonyos proteolitikus jelenségek nem kothetk kozvetleniil a lizoszomahoz.
Szolgaljon bizonyitékul ez a néhany példa'®: az intracellularis fehérjék féléletideje kiilonboz6, 10
perct6l akar 15 6rdig is terjedhet; lizoszoma inhibitorok nagyon eltéré6 modon valtoztattak meg az
egyes fehérjék féléletidejét, azt sugallva, hogy nem minden fehérjebontasat a lizoszomalis
rendszer végzi; veégezetil pedig egy termodinamikai paradoxon, miszerint szdmos fehérje
lebontasa energiaigényes folyamat'*'®, habar a lizoszoma protedzok miikddése, savas
korilmények kozott exergonikus. Kilonféle elméletekkel prébaltdk magyardzni a fenti
ellentmondasokat: pl. a féléletidds kiilonbségek oka a szubsztratok eltéré proteaz-érzekenysége
lehet'®; az energiaigény indirekt, a szubsztratok lizoszéméba juttataséhoz és a protonpumpa
milkodéséhez, azaz a proteazok szamara esszencialis alacsony intra-lizoszomalis pH

biztositasahoz kell*’

, ami torténetesen igaz is.

Ezen a teriileten fontos attdrést jelentett Rabinovicz és Fisher szellemes kisérlete®,
melyben megfigyelték, hogy retikulocitdkban az abnormalisan feltekeredett és 6sszeszerelddott
hemoglobin gyorsan lebomlik. Minthogy a retikulocitdk terminalisan differencialodott,
lizoszoméat méar nem tartalmazo6 vords vértestek, feltételezték, hogy a hibas fehérje lebontaséért
valamilyen mas, lizoszomatdl-fliggetlen apparatus a felelés. Ezt Goldberg és Etlinger
megfigyelése bizonyitotta. Kisérletiikkben retikulocitak nyers, sejtmentes lizatuma szelektiven
bontotta a hibas hemoglobint, amely folyamat kizardlag neutralis pH-n és ATP hidrolizise mellett
ment végbe'*?. Brian Pool és munkatarsainak® elegans kisérletében az ¢16 makrofigokhoz adott
klorokvin (lizoszéma inhibitor) neutralizadlva a lizoszoma pH-jat, inaktivalta a lizoszdmalis
protedzokat, melynek hatasara az extracellularis fehérjék lebontasa specifikusan gatlédott
(lizoszoma szubsztrétok), mig az intracellularis proteinek degradalodésa folytatodott. A fenti
megfigyelések bizonyitékot szolgaltattak egy elemeiben (akkor) még csak alig ismert, komplex
biokémiai folyamat, a lizoszométol-fliggetlen, neutréalis pH-n miik6d6, ATP-fliggé intracellularis
proteolizis létére.

A fenti hipotézis els6 kézzelfoghatdé bizonyitéka az volt, amikor kromatogréafias
modszerekkel tisztitottak két ATP-fiiggd proteolitikus faktort, az APF-1 és APF-2 fehérjéket®*®,



Az APF-1-r6l hamar kidertlt, hogy azonos az eukariotak birodalmaban egységesen eléfordulo,
kis hostabil fehérjével, az ubiquitinnel?®. Mivel az ubiquitinrél koztudott volt, hogy fehérjékhez

kovalensen képes kotddni egy enzimkaszkad segitségével®’

, magat adta a feltételezés, miszerint
az ubiquitinnel jeldlt proteinek szubsztratjaiva valnak egy ATP-fliggé degradacios apparatusnak.
Nem kellett sokat varni az elmélet beigazolddasara. 1986-ban Hough?® és munkatérsai
retikulocita lizdtumbdl tisztitottak és jellemeztek egy ,proteolitikus komplexet”, amelyr6l
kiderult, hogy valojaban két, egymashoz nagyon hasonlé intracellularis protedz, a 20S és 26S
keveréke, és amely ATP jelenlétében képes volt bontani egy modellszubsztratot, az ubiquitilalt

lizozimet?®.

Habéar a ’80-as évek végére mar ismerték a jelolot és a jeldlést végzo, valamint a jelet
felismerd proteolitikus komplexet, hosszii idének kellett eltelnie ahhoz, hogy egy egységes
modellé szervez6djon Gssze a mara mar ubiquitin-proteaszéma rendszernek nevezett, rendkivil
Osszetett s sokoldalt biokémiai szisztéma. Ma mar tudjuk, hogy az eukaridta szervezetekben a
citoplazmatikus és nukleéris fehérjék 80-90%-a az ubiquitin-proteaszéma atvonal révén bomlik
le. A rendszer két 6, esszencialis 1épésbdl all: az ubiquitin-ligdz enzimkaszk&dbdl, amely
felismeri és poliubiquitilalja a lebontandd fehérjéket, és a 26S proteaszoémabdl, amely receptorai

segitségével felismeri az ubiquitilalt szubsztratot és lebontja.

Az ubiquitin-ligdz enzimkaszkad és az ubiquitin jel

A fehérjék posztszintetikus modifikacioja kdzismert jelenség. A dinamikus modositasok,
mint amilyen az acetilaci6 vagy foszforilacid, reverzibilisen befolyasolhatjak egy fehérje
szerkezetét, interakcios partnereinek haldzatat és mikodését. Az utdbbi évtizedekben olyan
kovalens médositasokat is azonositottak, amelyek sorén egy kis feherje specifikusan kapcsolodik
a célfehérje valamely aminosavahoz (vagy egy masik modosito fehérjéhez), meghatarozva ezzel
annak sorsat. Ilyen médosité polipeptidek az ubiquitin és az ubiquitin-szerii (Ubl) fehérjék®. Az
ubiquitin (Ub) az eukariotak vilagiban altaldnosan el6forduld, héstabil polipeptid®™ ™. A
mindossze 76 aminosavbol all6, 8 kDa tomegi, konzervalt globuléris fehérje (1. abra),
kulcseleme az energia-fiiggd fehérjedegraddlédasnak. Az ubiquitin legfontosabb elemei a 7 lizin
(K) oldallanc® (K6, K11, K27, K29, K33, K48 és K63), melyekhez tjabb ubiquitin és Ubl
fehérjék kapcsolodhatnak izopeptid kotéssel, valamint a karboxi(C)-terminalis -Arg-Gly-Gly76-
COO™ motivum®=®, amely egy exponalt nydlvanyként alkalmas a szubsztrathoz valé kotddéshez.

;



Az ubiquitin mas fehérjékkel fuzionalva szintetizalddik, és egy érési folyamat soran vagodik le a
prekurzorrol. Elesztében a négy ismert ubiquitin génbdl az Ubrd egy poliftizios tébb ubiquitint
tartalmazd elofehérjét, mig az Ubrl-3 riboszéma alegységhez kotott ubiquitin-riboszoma
hibridfehérjét kdédol. Az ubiquitint ubiquitin-specifikus C-terminalis hidroldzok, mas néven
deubiquitilazok (DUBs) Végjak le a eléfehérjérdl (processzalas)®*®’. Magasabbrendiiekben a

prekurzorok szama és mérete is nagyobb.

1. dbra. Az ubiquitin®,

Réntgenkrisztallografias mérések alapjan
rekonstrudlt humén ubiquitin  néhany
kitintetett  lizin  oldallanccal és az
esszencidlis C-terminalis 76-os glicinnel.

C-terminalis (Gly76)

Ma maér tudjuk, hogy az ubiquitin a fehérjék posztszintetikus modositasanak esszencialis
eszkdze. A szubsztrathoz az ubiquitin-lighz enzimkaszkad segitségével kapcsolodik.

Affinitaskromatografiat alkalmazva Hershko és munkatéarsai®’*

sikeresen tisztitottak és
azonositottdk az ubiquitin-ligaz rendszer harom kulénboz6 aktivitast enzimét (E1, E2 és E3),
melyek jelenléte szilkséges és elégseges volt az ubiquitin és egy vizsgélt modellfehérje kozti
kovalens kotés kialakitasahoz*. A figyelem ezutéan az ubiquitilalodas biokémiai részleteinek
megismerésére iranyult* . Az E1, vagy ubiquitin-aktivalé enzim (Ubal), amelybél fajonként
egyet ismeriink (emlésokben kett6t), két aktiv centrummal rendelkezik. Egyik feladata, hogy
ATP és Mg®" jelenlétében az ubiquitin karboxi-terminalis 76. glicinjéhez (Gly76) AMP-t
kapcsolva aktivalja az ubiquitint. Ezt kovetGen a létrehozott ubiquitin-adenilat az enzim masodik
katalitikus helyere kerul, ahol AMP Kilépésével az enzim SH- csoportjdnak tamadasa
kovetkeztében ubiquitin-tioészterré alakul. Az E2, vagy ubiquitin-konjugalé enzimek (Ubc)
szama fajonként eltér6. Az E2 szintén két aktiv hellyel rendelkez6 enzim, amely képes lehasitani
az ubiquitint az E1-r6l, majd egy transzészterifikacids reakcidban a masodik aktiv centruméaban
talalhatd cisztein aminosavat hasznalva tioészter-kotést létesiteni az aktivalt ubiquitinnel (2A.
abra). Az E3, vagy ubiquitin-ligaz enzimek, melyek a rendszer szubsztrat specificitasat

biztositjak, rendkiviil nagy szamban fordulnak elé az eukariota sejtben. Feladatuk (2A. &bra),



hogy kolcsdnhatasba lépve az E2-ubiquitinnel és a lebontandd fehérjével, katalizaljak az
izopeptid kotés kialakulasat a célfehérje valamely Kitlintetett lizinjének e-aminocsoportja és az
ubiquitin  C-termindlis Gly76 karboxil-csoportja kozott. Az E3 enzimek strukturélisan és
funkcionalisan harom csoportra oszthatok: 1. A HECT domént tartalmazd E3-ak aktiv ciszteinje
atveszi az ubiquitint az E2-r6l és kozvetleniil épiti rd a szubsztratra. 2. A RING fingert
tartalmazdk kdzvetetten juttatjak at az ubiquitint a szubsztratra, mikdzben nem alakitanak ki vele
kovalens kotést. 3. A sok-alegységes E3-ligaz komplexek: SCF** és APC/C*.

A B
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Ubiquitin
ATP
v > ADP +Pi
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K3 o Endocitézis
& Monoubiquitin Virus-sarjadzas
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( E2 Nuklearis export
S Ub) (Ub
0o Ub/ (Ub
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¥ ‘(e [Srubszaca] K48 degradécio
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2. dbra. Az ubiquitin ligaz enzimkaszkad és a kiilonbozé funkciéji ubiquitin jelek sematikus képe®.

(A) Az ubiquitin ligz enzimkaszkad soran, az E1, E2 és E3 enzimek segitségével az ubiquitin a szubsztrat fehérje
lizinjéhez kapcsolddik izopeptid kotéssel. (B) A létrejott ubiquitin jel kiilonboz6 lehet, ennek fliggvényében dél el a
megjelolt fehérje tovabbi sorsa.

A szubsztrat felismerés mechanizmusa és specificitasa kulcsfontossadgu a sejt megfeleld
homeosztazisanak fenntartasahoz. Az E3 enzim specifikus szubsztratjat a sejt egy adott
életpillanatdban és/vagy kompartmentumaban valamilyen konforméciévaltozas hatasara
bekovetkez6, exponalt helyzetbe keriil6 degradacios jel (degron) segitsegével ismeri fel, majd
koti meg. Ma maér elég részletesen ismerjuk a kulonféle degronokat és azokat a ,,cseleket”,
melyekkel a fehérjék rejtve tartjak halélos itéletliket, de azokat a mechanizmusokat is, amelyek a
degradacios jelet elécsalogatva a fehérjéket elkeriilhetetlen végzetiikbe, a lebontasha
kényszeritik. A legismertebb degronok*’: N-degronok (N-end rule: N-végi szabély), olyan N-
terminalis aminosavak, amelyek egy fehérje (pl. Sccl) féléletidejét drasztikusan lecsokkentik;
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foszfodegronok, mint amilyen a PEST szekvencia, melynek foszforilaltsagi allapota donti el,
hogy a fehérje (pl. CDK) degradalodhat-e vagy sem; destrukcios-kazetta, amely a sejtciklus
szabalyozoinak (pl. ciklinek) fajlagos degronja; oxigén-figgé degron, amely normoxias
kdrnyezetben szolgaltat halal jelet (pl. HIF-1a); hidrofob-, chito- és egyéb degradacios jelek. A
szubsztratspecificitds es felismerés mechanizmusa rendkivil 6sszetett folyamat, ennek
részletezésére itt nem térnék ki. Erdemes megemliteni azonban egy UGjonnan felfedezett
enzimcsaladot, az E4-et, vagy ubiquitin-lanc elongaciés faktorokat, amelyek kotédve az
oligoubiquitin lanchoz elésegitik a megfelelé méretii poliubiquitin lanc dsszeszerelddését®. Ma

még keveset tudunk réluk.

Az ubiquitin jel: a szubsztraton kialakuld ubiquitilacié strukturdlisan és funkcionalisan

harom csoportba sorolhat6*®*® (2B. &bra):
1. Monoubiquitilacié - egyetlen ubiquitin molekula kapcsolodik a célfehérje valamely lizinjére.
2. Multiubiquitilacio - a szubsztratnak legalabb két killonb6zé lizinje monoubiquitilalt.

3. Oligoubiquitilacié - egyetlen lizinhez legalabb kett6 (di-), de inkabb négy vagy annal tébb
(poliubiquitil4ci6) ubiquitin monomert tartalmazé folytonos vagy elagaz6™ lanc kapcsolodik.

Az E3 enzimek sokaséga katalizalja a poliubiquitin lancok keletkezését is. Ilyenkor a szubsztratra
épiilt elsé ubiquitin valamely lizinjére egy ujabb ubiquitin monomer épil, amely folyamat
ciklusosan ismétlddve hozza Iétre a végleges lancot. A megjelolt fehérje sorsat illetéen rendkiviil
fontos, hogy az oligoubiquitin l&ncon beliil az ubiquitin egységek az el6z6 ubiquitin tag melyik
lizinjéhez (a hét kozil) kapcsolodnak. Ennek megfeleléen, ha a szubsztratra épiilt elsé ubiquitin
48. lizinjéhez (K48) kotédik a kdvetkez6 ubiquitin monomer C-terminalis glicinje, a keletkezett
legaldbb négy monomerb6l allé poliubiquitin l&nc (K48-as lanc) topoldgiai adottsdgainak
koszonhetéen éltalanos degradacios szignalként™ fog értelmezédni a sejt szamara. Etto] eltéréen
a K63-as poliubiquitin l&nc (amikor az elsé ubiquitin 63-as lizinjehez kapcsolodik a masodik
ubiquitin) a DNS hibajavitasban, szignal transzdukciés utakban és a receptor-iranyitott
endocitézisban®®, Gjabb adatok szerint pedig a fehérje mindségi kontrollban®*** is (ERAD -

endoplazmatikus retikulumhoz kapcsolt minéségellenérzés) degradaciés jelként™  jatszik

Ve

46,56

még keveset tudunk, valosziniileg a DNS hibajavitasanak folyamataiban™™" jatszanak szerepet

(2B. abra). A lanc sztérikus jellemzoéit és a jel biologiai funkciojat tovabb bonyolithatja, ha a
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lancon belll az ubiquitin monomerek tobbféle lizinen keresztiil kapcsolédnak egyméashoz. Ma
mar ismeretesek olyan hibrid lancok is, melyeket ubiquitin és ubiquitin-szerti fehérjék alkotnak.
Az ubiquitin jelet ubiquitin receptorok ismerik fel és juttatjak a megjelolt fehérjét a kovetkezd
biokémiai 1épés szinhelyére. Ennek részleteivel egy késobbi fejezetben foglalkozom.

Az ubiquitilacié reverzibilis folyamat®’. Ahogyan az ubiquitin egy fehérjéhez
kapcsolddhat, Ggy le is vagodhat réla, melyet a sejt szabad, vagy fehérje komplexhez kapcsolt
cisztein- és metalloprotedzai, az Un. deubiquitildzok katalizdlnak (DUB). A deubiquitilazok nem
csak az ubiquitin érésének folyamataban, a prekurzorok feldarabolasaban jatszanak szerepet,
hanem fontosak az ubiquitin jel (pl. poliubiquitin lanc) eltdvolitasdban és feldarabolasaban is. A
human genom mintegy 95 lehetséges DUB enzimet kodol, amelyek hasonléan az ubiquitin-
ligazokhoz t6bb, vagy csak néhany specifikus szubsztraton fejtik ki hatasukat®®.

A 26S proteaszoma

A 26S proteaszoma*t*®

(3. &bra) az eukariota sejtek ATP-fiiggd proteolitikus
komplexuma, amely kolcsonhatasba lépve az ubiquitin rendszerrel biokémiai folyamatok
végkimenetelét szabalyozza. Preciz, gyors, kvantitativ, proteolitikus és nem-proteolitikus

6263. gj-

miikodésének koszonhetéen a legkiilonfélébb sejtélettani folyamatokban vesz részt
ciklus, apoptozis, szignal-transzdukcié, DNS hibajavitds, immunvalasz, transzkripcid,

metabolizmus, egyedfejlédési program, stb. Megtalalhaté a citoplazmaban és a sejtmagban is®.

A 26S proteaszOma egy szokatlanul nagy sejtalkotd, tdmege a 26 Svedberg sullyedési
allandénak megfelelden 2,5 MDa. ATP jelenlétében két alkomplexumbél szerelédik 6ssze®: egy
700 kDa tomegt (20S proteaszoma) kdzponti partikulumbol (CP — central particle; catalytic core,
proteolitikus mag), amelyhez mindkét végén egy-egy, 900 kDa tomegii (19S regulator komplex),
aktivator, un. regulator partikulum (RC - regulatory complex) kapcsolddhat. Att6l fiiggben, hogy
a 20S proteaszdmahoz egy vagy két 19S regulator komplex kapcsolodik, beszélhetiink
egyszeresen- (RC-CP) vagy kétszeresen ,,sapkazott” (RP-CP-RP) 26S proteaszdmarol®. A két
konforméaciés forma elektroforetikus mobilitasa ugyan kiilonboz6, de bioldgiai aktivitasuk
azonos. Talan éppen ennek a flexibilitasnak koszonhetéen a 26S proteaszOma alegyseg es
alkomplex 6sszetétele korantsem allandd. Habar kiils6 és belsé hatasokra (pl. y-interferon—>

immunoproteaszéma) a 20S partikulum alegységdsszetétele is megvéltozhat®®®’, sokkal
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jellemzObb strukturalis valtozas a 20S termindlisaihoz kapcsol6dd, kiilonbozé aktivator
komplexumok kombinalodasa, amely hibrid proteaszomak megjelenéséhez, azaz eltérd

funkcionalis egységek létrejottéhez vezet®'.

15 nm

198 regulator komplex
(198, RC, RP, PA700)

208 proteaszoma
(Katalitikus mag, CP)

198 regulator komplex
(19S, RC, RP, PA700)

3. abra. A 26S proteaszoma holoenzim 3D modellje.

A 26S proteaszoma egy kdzponti 20S proteaszomabdl és egy- vagy két 19S regulator komplexbél szerel6dik dssze.

Kordbban ugy hitték, hogy a 26S proteaszoma aktivitdsa Kkizarolag poliubiquitilalt
fehérjék lebontasara korlatozddik. Az els6é megismert kivétel az ornitin-dekarboxilaz® wvolt,
amely fehérjét inhibitordnak (antizyme) jelenlétében, ubiquitildlatlanul is a 26S proteaszoma
ismeri fel és bontja le. Késobb Kiderllt, hogy szamos, Ugynevezett rendezetlen szerkezetii elemet

8970 s ubiquitilalatlanul a 20S proteaszéma szubsztratjava valhat’*. Ebben a

hordoz6 fehérje
folyamatban a célfehérje (pl. p53, p73) rendezetlen szerkezetli része a szabad 20S proteaszoma
katalitikus magjaba kertl, és ott lebomlik. Az ubiquitin-proteaszoma rendszer mitkk6dését tovabb
bonyolitja a proteaszoma inhibitorok és kdlcsdnhatd fehérjék (PIPs — proteasome interacting
proteins) sokasaga’® is, melyek hatadsmechanizmusainak megismerése szamos esetben kinalt

eszkdzt a human klinikum szémara, alattomos betegségek kezelésében™.

Habar a 26S proteaszOma rendszer sok tekintetben konzervalt az eukariéta birodalomban,
funkciondlis és strukturélis kilonbségekkel is taldlkozhatunk a vizsgalt fajok kdzott. Mig az

7475 4 . RN (-
¢és receptorainak miikddése’”,

élesztd 26S proteaszoma Osszeszerelédése™, interaktéméja
valamint génjeinek koordinalt szabalyozasa és kifejez6dése’” jol ismert, addig szinte alig tudunk
valamit a magasabbrendi eukariotakban (ladfii, Drosophila, egér, ember) lejatszo6dd hasonld

folyamatokrol.
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A 20S proteaszoma

Az els6 fontos megfigyelést ezzel a partikulummal kapcsolatban Harris és munkatarsai
tették 1968-ban’®. Human eritrociték lizatumanak vizsgalatakor egy cilinder formaju testecskét
lattak az elektromikroszkop képerny6jén. A cilindrinnek elnevezett struktirat késébb mas
fajokban is kimutattak”. 1988-ban megallapitast nyert®, hogy a cilindrin egy 11x15 nm-es,
hordo6 alakd, tobb alegységes protedz komplex. Ekkor nyeri el a 20S proteaszOma nevet, utalva
proteolitikus aktivitasara és osszetett felépitésére. Hosszu évekig a 20S proteaszomat eukariota
sajatossagnak tartottdk, mignem 1989-ben el6szor egy archebaktériumbol, a Termoplasma
acidophilumb6l®*, majd 1995-ben egy eubaktériumb6l a Rhodococcus erythropolisbdl®?
szerkezetében és aktivitasaban is hasonldé komplexet sikerilt kimutatni. Ma mar tudjuk, hogy a
20S proteaszoma 4ltalanosan eléfordul az él6vilagban®®, az eukaridtaknal bonyolultabb
Osszetételli és esszencialis, mig prokariotaknal csupan a stressztiirés szempontjabol jelent

evolucids elonyt, de hidnya nem letalis.

A 20S proteaszoma pro- és eukari6takban egyarant 28 alegységbél all. A 14 o és 14 p
alegység 4 gylrit formalva hozza létre a hordd alaka strukturat (4. &bra). A gylrik
prokariotadkban 7-7 azonos, eukariétakban pedig 7-7 kiilonb6z6 a- és B-alegységbol szerel6dnek
ossze melyb6l 1-1 a-gyiirii a hordd végein, mig a két B-gyiri interndlisan helyezkedik el. A
gylriik és a 20S partikulum Osszeszerelddése rendkiviil bonyolult és sokszereplds folyamat,
melynek molekularis részleteit ma mar jol ismerjik®®*®, Kristalyszerkezeti vizsgéalatokbol
tudjuk, hogy az ou.7B1-7B1-70u-7 (prokariétaknal: a.77p7a.7) konforméacio eredményeként harom,
keskeny csatornaval 6sszekotott, an. nanokompartment alakul ki a komplexen belil (4B. abra). A
centrélis vagy proteolitikus kamrét a B-gytiriik alkotjak, melyek B1, B2 és B5 alegységei felelések
a 20S proteaszOma kozponti kamrajanak belsé felszinén kialakult haromféle hidrolaz
aktivitasért®®®’: kimotripszin-, tripszin- és kaszpéazszerii. Gerinceseknél 4 tovabbi B-alegységet
ismerlink: harom, y-interferon induk&lta immuno- (B1i, B2i és PB5i), és egy thimus-specifikus
(B5t) alegységet, melyek a 20S proteaszOma kdzponti kamrajaban a megfelelé alegységek
helyére épiilve létrehozzak az immuno- és a thimoproteaszoma altipusokat®. Az
immunoproteaszéma az antigéngyartasban, mig a thimoproteaszoma a csecsemémirigy egyedi
peptidkészletének létrehozéasaban vesz részt®®®’. A 20S proteaszéma centralis kamréjat hatarolo

két el6-kamra szerepe ma még nem ismert.
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A kdzponti csatorna 4. abra. Az eukaridta 20S proteaszOma
a b nyilasa (zart) —_—

oldal- és feliilnézetbdl™®.

(A) A hordd alakd 20S proteaszoma
oldalnézetbdl: kézépen a két B-, terminélisan
pedig a két a- heteroheptamer gytiriivel. (B)
i A zart 20S  proteaszéma  hosszanti
 |Projsotthus keresztmetszete: a két oldalkamra és a B1, p2

kamra
B és B5 alegységek alkotta proteolitikus hely a
kozépsé kamraban. A kamrakat egy keskeny
kozponti csatorna koti ossze, melynek két
vége alapéllapotban zart. (C) A 20S
proteaszoma a-gyiiriije feliilnézetbdl, zart
allapotban: a kotdzsebek (kék) uresek, a
nyilas zart. (D) A 20S proteaszéma a-gytriije
felulnézetbdl,  nyitott  allapotban: a
kotézsebekbe  (kék) illeszkedett HbYX
motivumok (sarga) a centralis csatorna
nyitédaséhoz vezetnek.

Habér a 20S partikulum szerkezete nagyon hasonl6 az archebaktériumoktol az éleszton at
az emberig, mégis fontos strukturdlis és egyben miikodésbeli kiilonbség mutathatdé ki a
prokarioték és az eukariotdk komplexe kdzott. A Termoplasma acidophilum archeanal 1.5 nm-es,
keskeny nyilds fedezhetd fel a 20S proteaszoOma két végén, melyek a kamrakat 0sszekotod
kdzponti csatorna kimeneti nyildsai — a partikulum két vége tehat nyitott. Saccharomyces
cerevisiaenél és magasabbrendti eukariotdkndl a heteroheptamer o-gytriik alegységeinek
megnyult N-terminalisai lezarjak a kozponti csatorna kimeneti nyilasait®™ (4C. abra) — ennek
kdszonhetéen a 20S proteaszoOma alapéllapotban inaktiv. Eukariotdkban a heteroheptamer o-
gyiiriik kotdzsebeihez kapcsolédnak az an. aktivator komplexek®, amelyek ATP-hidrolizise
mellett konformécids valtozast generdlva az N-terminalis nyulvanyokban el6segitik a kapu

nyitodasat, szabad utat biztositva az addigra mar elékészitett, lebontand6 szubsztrat bejutasanak.

A 20S proteaszoma és a legismertebb aktivator komplexuma (19S regulator) egyuttesen
alkotjak az el6z0 fejezetben bemutatott 26S proteaszomat. A 20S partikulum lezarésa és a
regulator komplexek megjelenése lehetévé tette az eukaridta sejt szamara egy 0sszetettebb,

specifikusabb és finomabban hangolt fehérjelebontési rendszer kialakitasat és alkalmazésat.



A 19S regulator komplex

Jelenleg szdmos aktivator komplexum ismeretes (PA28, PA700, PA200, stb.), amelyek a
20S proteaszOma terminalisaihoz kapcsolodva (5. abra) kilonféle funkcidju 26S proteaszéma

forméciokat hoznak létre®’. Ezek koziil a legaltalanosabb a 19S regulator komplex.

A ’80-es évek végén kideriilt, hogy a Hough és munkatarsai?® 4ltal tisztitott ,,proteolitikus
komplex”, amely kizar6lag poliubiquitilalt fehérjéket bont, 20S proteaszémabdl és egy ismeretlen
komponensbdl szerelédik ossze ATP jelenlétében®™. Az ismeretlen partikulumot 1992-ben
retikulocita lizatumbdl tisztitottak és azonositottak™. Hamar kideriilt, hogy ez a komplex ATP és
20S proteaszéma jelenlétében aktiv 26S proteaszdma holoenzimet képes létrehozni. Az elsék
kézott 1993-ban Udvardy Andor®* homogenitasig tisztitott egy tobbalegységes komplexumot
Drosophila embriok extraktumabdl. A p partikulumnak elnevezett egységrol, amely dnmagaban
nem rendelkezett peptidaz aktivitassal, bizonyitotta, hogy ATP jelenlétében képes beépilni egy
sokkal nagyobb, 1500 kDa-os multiprotein komplexumba, amely mar szelektiven bontotta az
poliubiquitilalt fehérjéket. Mindezen kritériumoknak megfelelden kideriilt, hogy a p partikulum,
mint esszencialis aktivator egység, sztéchiometrikus komplexet képezve a 20S proteaszémaval
alkotja a muslica 26S proteaszomat. Késébb, szedimentacios tulajdonsagainak megfeleléen a 20S
proteaszOma szabalyozasaban szerepet jatszd 26S proteaszOma masik alkomplexumat 19S
sapkanak, valamint PA700, 19S regulator komplexnek és 19S regulator partikulumnak (RP/RC —

regulatory particle/complex) nevezték el®.

Elektromikroszkopos és biokémiai Kkisérletek alapjan ma mar tudjuk, hogy egy
proteolitikusan aktiv 26S proteaszOma a 20S proteaszéma kdzponti, katalitikus magbdl és az
ehhez terminalisan kapcsol6dé egy vagy két 19S regulator komplexbél szerelddik 6ssze® %%, A
sokalegységes 19S regulator komplex felelés a poliubiquitilalt szubsztratok kozvetett és
kdzvetlen felismeréséért és megkotéséért. Deubiquitilalé aktivitasa a lebontandd fehérjéhez
kapcsolodott poliubiquitin  1&nc  eltavolitasaért felelés, amely az ubiquitin monomerek
citoplazmatikus visszataplalasahoz vezet. Anti-chaperon tulajdonsagainak koszonhetéen keépes
letekerni a szubsztratot, kinyitni a 20S proteaszéma kapujat, és bepumpalni a lebontandé fehérjét
a katalitikus mag keskeny csatornajan keresztil a proteolitikus kamraba. Mindezt komplexbe

szervez6dott, kiillonbozo aktivitasu és Osszetételi alegységeinek kdszdnheti.
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Mig a 20S proteaszoma Osszetétele és mitkddése azonos az eukariotdk birodalmaban,
addig a 19S regulator komplex szervezédésében és miikodési mechanizmusaban lehetnek
eltérések az egyes fajok kozott™*®. A regulator komplex &ltaldban 19-20 alegységbél all,
amelyek két funkcionalis csoportba sorolhatdk: az ATPaz doménnel rendelkezé Rpt-alegységek
(Regulatory Particle of triple-ATPase subunits; Regulator Partikulum tripla-ATPaz alegységek)
és az ATPaz domén nélkili Rpn-alegységek (Regulatory Particle non-ATPase subunits;

95,96

Regulator partikulum nem-ATP&z alegységek). Drosophilaban (és borjaban®) az

alegységeket molekulatomegiiknek (42-110 kDa) megfeleléen nevezték el (1. tablazat).

A regulator komplex s6 kezelés hatasara két jol elkiilonithetd funkcionalis egységre,

597%: 3 legalabb 9 Rpn-alegységet tartalmazé fedélre és a 4 Rpn és 6 Rpt

alkomplexumra bonthaté
alegységbOl Osszeallo bazisra (5. &bra). A bazis létesit kapcsolatot a 20S proteaszdma o-

gyliriiinek kotézsebével, mig a fedél a bazishoz kapcsolddva végzi biologiai funkcidjat.
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5. 4bra. Az élesztd 26S proteaszoma komplexumainak alegységé-sszetétele®.

Az éleszt6 26S proteaszoma 20S komplexumat 28 alegység alkotja, melyek kozil a m, m és m felelsek a
katalitikus aktivitasért. A 19S regulator komplex a bazis és fedél alkomplexumokbol szerelédik Ossze és Gsszesen
19-20 alegységbdl 4ll.
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A fedél alkomplexum:

A fedél legalabb kilenc nem-ATPaz alegységb6l tevodik 6ssze (Rpn3, RpnS, Rpn6, Rpn7, Rpn§,
Rpn9, Rpnll, Rpnl2 és Rpnl5), melyek pontos funkcidja alig ismert. A legfontosabb feladata a
lebontandé szubsztrat deubiquitilalasa, melyet élesztében az Rpnll metalloprotedz végez ™.
Az Rpn11/S11/p37B (éleszté/ember/ Drosophila) Zn?* ionok jelenlétében levagja a poliubiquitin
lancot a lebontando fehérjérél. A lehasitott poliubiquitin l&ncot ezutan fuggetlen, citoplazmatikus
deubiquitilazok (DUB) daraboljak fel ubiquitin monomerekké. A magasabbrendii eukariotak
regulator komplexuma tovabbi DUB-okat is tartalmazhat. llyen enzim pl. az ubiquitin C-
terminélis hidrolazok'® csaladjaba tartozd6 p37A/Uch37 (Drosophila/ember) ®, amely az
Rpn11/S11/p37B-hez hasonléan a poliubiquitin I&nc eltvolitasdban jatszik szerepet. A fedél
tobbi alegységének funkcidjardl csak keveset tudunk. Az Rpn3, 5, 6, 7, 9 és 12 alegységek a PCI
komplexumokban is kimutathaté®’ an. PCI motivumot hordoznak'®®. Ez a motivum nem
rendelkezik semmilyen ismert katalitikus aktivitassal, szerepe a fehérje-fehérje kolcsdnhatasok
kialakitasaban van. Mai elképzelésunk szerint az alegységek kozti PCI-PCI interakciok a fedél

stabilitasiban jatszanak szerepet, ami a 19S regulator komplex megfeleld miikodését segiti eld.

Eleszt6 Drosophila Ember
1 Rpt 1 p48B S7
2 Rpt 2 p56 S4
3 Rpt 3 p48A S6
4 Rpt 4 p42D S10b
5 Rpt 5 p50 S6°
6 Rpt 6 p42C S8
7 Rpn1 p97 S2
8 Rpn 2 p110 Sl
9 Rpn 10 p54 S5a
10 Rpn13 p42E ADRM1
11 Rpn 3 p58 S3
12 Rpn 5 p55 S5b
13 Rpn 6 p42B S9
14 Rpn 7 p42A S10
15 Rpn 8 p39B S12
16 Rpn 9 p39A S11
17 Rpn 11 p37B S13
18 Rpn12 p30 S14
19 Rpn15 CG13779 ?
20 Yuhl p37A Uch37

1. tbldzat. Az 19S regultor komplex alegységei.

Az éleszté 19S regulator komplex alegységeinek ortologjai Drosophilaban és emberben (bazis, fedél és egy
feltételezett DUB).
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A bézis alkomplexum.

A bazist hat paralog AAA ATP&az-bol (Rptl-Rpt6) allo heterohexamer gyiirii és négy nem ATPaz
alegység (Rpnl, Rpn2, Rpnl0 és Rpnl3) alkotja (5. &bra). Az ATPazok alkotta gylrli képezi a
kapcsolatot a 19S regulator komplex és a 20S proteaszéma kiilsé gyfiriije kozott'®*1%. Az ATPaz
alegységek harom aminosavas C-terminalis HbYX (Hb-hidrofob, Y-tirozin, X-barmilyen
aminosav) fehérjemotivumai beleilleszkednek a 20S partikulum a-gyiriiinek kotézsebeibe (6.
abra), majd az ATP hidroliziséb6l szarmazd energia felhasznalasaval konforméaciévaltozast
generalva az o-alegységek N-terminalis nydlvanyaiban képesek kinyitni a 20S proteaszéma zart

kapujat'®

. Ez a folyamat teszi lehet6vé a szubsztrdt bejutisat a katalitikus mag kozponti
kamrajaba. Az ATPaz gylriinek kiemelkedé szerepe van a deubiquitildlt szubsztratok
letekerésében,  valamint a 26S  proteaszOma  ATP-fiiggd, dajkafehérje-segitette
Osszeszerelddésében is. Igy barmelyik Rpt-alegység delécidja a fenti folyamatok teljes

v . o it 1s s 106,107
megsziinéséhez €s a 26S proteaszéma inaktivalodasahoz vezet .

Bazis
ATPaz gydri

ATP

AN

Osszeszerel6dés
és kapunyitas

HbYX
motivum

o

20s B
proteaszéma

Zart kdzponti Nyitott kozponti
csatorna csatorna

6. Abra. A regulator komplex és a 20S proteaszdma csatlakozasi modellje — kapunyitas'®.

A regulator komplex bazisat (piros) alkot6 ATPaz alegységek C-termindlis HbYX motivumai ATP jelenlétében
beilleszkednek a 20S proteaszoma a-gyiiriijének (sOtétkék) kotézsebeibe, konformaciovaltozast generalnak az o-
alegységek N-termindlisdban, ami a zart kdzponti csatorna nyitodasat idézik elé.

A bazis nem-ATPaz alegységei koziil a nagy molsulyt Rpnl/p97 (éleszté/Drosophila) és
Rpn2/p110 Ugynevezett vaz fehérjék, mig a kisebb Rpn10/p54 és az Rpn13/p42E a proteaszoma
sajat poliubiquitin receptor alegységei. Az Rpnl/2 komplex nagy méretének és kilonleges
szerkezetének koszonhetéen hamar a regulator komplex funkciondlis vizsgalatainak célpontjava
valt. Specidlis strukturajat a 30-40 aminosavbol szervez6d6 11 tandem ismétl6dé hajtii motivum

109

biztositja'®. Az Rpn1/2 komplex igy egy centrélis csatornaval rendelkezé tekerccsé alakul™®,
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melynek hatalmas kotési felszine teszi lehetdvé a bazis kdzponti egységének is nevezett komplex
kialakuldsat és mikodését. Vaz fehérjeként az Rpnl/2 komplex elsédleges funkcioja, hogy
kapcsolatot létesitsen a bazis ATPaz gyirije és a fedél kozott, stabilizdlja a 19S regulator
komplexumot, és dokkolasi felszint biztositson tovabbi alegységek (RpnlO és Rpnl3), sot
proteaszomaval kolcsonhatd fehérjék szamara is (5. abra). Ezek kozil a legfontosabbak a

szubsztratokat szallitd szabad, Gn. UBA/UBL poliubiquitin receptorok™*

, melyek élesztében
kézvetleniil, magasabbrendiiekben pedig kdzvetetten'*? az Rpnl-hez kapcsolédnak. Az Rpnl/2
elemhez kilonféle aktivitdst enzimek is kotédhetnek, melyek koziul az Ubp6 deubiquitilaz az

Rpn1-hez'*?, mig a Hul5 ubiquitin ligaz az Rpn2-hoz*** képes dokkolni.

Az Rpnl/2 szervezddésével és miikodésével, valamint a poliubiquitin receptorok
dokkolasi modelljével kapcsolatban szamos ellentmondasba (tkdzhetiink a korai irodalmat
olvasva. Ennek okat ma mar vildgosan latjuk: az élesztben megismert poliubiquitilalt fehérje
felismerési és szallitasi modell nem alkalmazhaté minden esetben a magasabbrendii eukariotakra.
A kulénbség a poliubiquitin receptorok szerkezetében, valamint a szubsztrat szallitas eltéré

mechanizmusaiban keresendd, melynek részleteivel a kovetkezo fejezetben ismerkedhetiink meg.

A poliubiquitin receptorok

Az ubiquitin-ligdz enzimkaszkad soran Iétrejott poliubiquitilalt fehérjéket a poliubiquitin
receptorok ismerik fel, kotik meg és szallitjdk a 26S proteaszomahoz. Az 6t legismertebb
poliubiquitin receptorbél kett, az Rpn10/p54 és az Rpn13/p42E a 26S proteaszoma alegységei’®,

K. In vitro

mig harom, a Rad23, Dsk2 és Ddil a proteaszomatdl fiiggetlen, ingaz6 faktoro
keresztkotéses kisérletekben Gjabb lehetséges proteaszomalis ubiquitin receptorokat azonositottak
(Rpt5, Rptl és Rpnl), de ezek bioldgiai jelentéségét nem sikeriilt igazolnit*®*’. A poliubiquitin
receptorok miikddésével és strukturalis felépitésével kapcsolatos ismeretanyag gyakorlatilag az
¢leszt6 fajokban végzett Kisérleti eredményekre korlatozodik. Az utdbbi években elvégzett
Drosophila, egér, human-sejtes és novényi kisérletek ugyan nagyfokd konzervaltsagot mutattak e
receptorok alapvetd szerkezetével és milkodésével kapcsolatban, de szamos szambeli és
strukturalis kilonbségre is felhivtak a figyelmiinket. Ma nem taldlunk egyetlen egy kdzleményt
sem, amely egy magasabbrendii eukaridta poliubiquitin receptorainak atfogd vizsgalataval

foglalkozna — pedig igény lenne ra.
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. Rpn10/S5a/p54.

Az els6 receptor, amelyr6l kideriilt, hogy poliubiquitilalt fehérjéket nagy affinitassal

képes kotni, a huméan 26S proteaszéma S5a alegysége volt™®.

Ortoldgjait, a p54-et
Drosophilaban®®, az Mbp1l-et ludfiiben'®®, majd az Rpn10-et élesztében™ hamar megtalaltak,
igy lehetéség nyilt a receptor részletes biokémiai és fiziologiai vizsgalatara kiilonbozé fajokban.
Kiderllt, hogy az Rpnl0/S5a/p54 (éleszt6/human/Drosophila) a legalabb négy ubiquitin

monomerbdl allo, K48-as poliubiquitin lancot képes felismerni és megkdtni.

Az Rpn10/S5a/p54 két funkcionalisan és strukturalisan is kiilonb6z6 egységre oszthatd (7.
abra). A fehérje N-terminalis része hordozza az evoluciésan konzervalt von Willebrand-A (VWA)
faktorra jellemzé domént”, amely a proteaszéma regulator komplexének bazisahoz torténd
kapcsolédashoz, valamint a bézis-fedél kozotti stabil kapcsolat elésegitéséhez sziikséges'?. A
fehérje talan legizgalmasabb, de egyben legvitatottabb strukturalis egysége a C-terminélis fele,
amely az ubiquitin kétéséért felelds ubiquitin-interakciés motivumokat (UIM) hordozza'?*?°. Az
egyetlen a-hélixbél all6 UIM'®% az ubiquitin sekély, hidrofob arkéaba illeszkedve'?” képes az
ubiquitinnel interakcioba lépni (8A. abra). Habar az UIM-ok kis affinitdssal a monoubiquitint is
kotik'?®, 6 funkciojuk a poliubiquitilalt-, és legtjabb eredmények szerint az ubiquitin-szerii
doménnel rendelkezé fehérjék osszegyiijtése (9. dbra). Az Rpn10/S5a/p54 ugyan tébb mono - és
poliubiquitilaciéra is alkalmas lizin aminosavat tartalmaz''*'?*, a magasabbrendiick S5a/p54 C-
terminalisan taldlhaté konzervalt lizinek szerepérél ma még keveset tudunk.

0% és a muslica p54°® képes levélni a

Az a megfigyelés, miszerint az éleszté Rpnl
proteaszomarol, majd reasszocialni, az Rpnl0/S5a/p54 ideiglenes extraproteaszémalis
funkcidjanak lehet6ségére mutat ra (ingdzé elmélet). In vitro kisérleti rendszerben a Drosophila
proteaszéma p54 alegysége Zn** ionok hatésara levalik a komplexumrél, amit a proteaszéma
alkomplexumaira  torténé  reverzibilis  szétesése és teljes inaktivalédasa  kovet®®,
ExtraproteaszOmalis tartozkodasa soran a p54 kolcsonhatasba lép a SUMOilacidban szerepet
jatsz6 Smt3 SUMO aktivalé és az Ubc9 SUMO konjugalé fehérjemddositd enzimekkel. A
SUMO™! (Small ubiquitin-like modifier) a proteinek lizinjeihez kovalensen kétédé ubiquitin-
szerl fehérje. Hatasara a modositott fehérje funkcidja és lokalizacioja valtozik meg. Az a tény,
hogy a p54 N-terminalisa kolcsonhatéasba Iép fehérjemodifikacidban résztvevd enzimekkel felveti

annak lehet6ségét, hogy a disszociaciot kovetden (vagy azt megelézéen) a p54 valamilyen
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posztszintetikus modositason megy keresztil. Ma Ggy gondoljuk, hogy a konzervalt terminalis
lizinek mono/oligoubiquitilacitja'®?, més kortlményekkel (pl. ionok hatasa, SUMOilacio, stb.)
kozrejatszva  szilkséges az  Sb5a/p54  proteaszoOmar6l  torténé  levalasahoz — és/vagy
extraproteaszomalis funkcioinak vegrehajtdsdhoz. Az Rpnl0/S5a/p54 ingdzas elmélete mellett
sz6l, hogy kis mennyiségii szabad Rpnl10/S5a/p54 permanensen kimutathatd a proteaszématol

119,121

fuggetlen fehérjefrakciokban muslicaban (14A. &bra) és élesztében egyarant.

Al PRy M= ? woom o e
DmDsk2  UBL™ UBA Dmps4 [ wWA | [umi w2 jums
DmRad23 | UBL UBA UBA? At Mbp1 VWA umd i uws 3
DmDdi1 [ UBL UBA Hs S5a VWA UM UIM2
Dm p42E Py ScRpn10 VWA [

7. abra. A poliubiquitin receptorok sematikus képe.

Az UBA/UBL poliubiquitin receptorok (Rad23, Dsk2 és Ddil) nagyfokl szerkezeti és funkcionalis hasonldsagot
mutatnak az eukari6ték birodalméban. UBL doménjikkel (UBL — ubiquitin-szerti) a proteaszdmahoz kapcsolddnak,
mig UBA doménjikkel (UBA — ubiquitinnel asszocial6) a szubsztratokat kotik meg. Az Rpnl3/p42E Pru-
doménjével koti a szubsztratokat. Az Rpnl0/S5a/p54/Mbpl a proteaszomdhoz VWA doménjével (VWA - von
Willebrand-A) dokkol, mig a szubsztratokat UIM motivuma kéti meg (UIM — ubiquitin interakciés motivum),
amelybdl az éleszté Rpnl0 egyet, a human S5a kett6t, mig a ludfii Mbp1l és Drosophila p54 harmat hordoz. K; —
konzervalt termindlis lizinek.

Az Rpnl10/S5a/p54 C-terminalisdnak hossza, konzervalt lizinjeinek és UIM-ainak szama
fajonként valtozd (7. &bra). Az RpnlO, amely nem esszencialis alegysége az éleszté6 26S
proteaszomanak, minddssze 268 aminosavbol all, s egyetlen UIM-ot és terminalis lizint hordoz.
A magasabbrendii eukariotdk Rpnl0 ortologjainak (Mbpl, p54, S5a és az egér Rpnl0) C-
terminalisa hosszabb, tobb UIM-ot és pontosan hét konzervalt, terminalis lizint tartalmaz.
Szemben az éleszt6 Rpnl0-zel, az egér Rpnl0 és a muslica p54 esszencialis alegységei a 26S
proteaszémanak™**3*. A 377 aminosav hossz(i huméan S5a az éleszté Rpnl0 UIM-aval azonos
un. UIM1-gyel, és ezen kivil egy masodik, eltérd osszetételt UIM2-vel is rendelkezik, melyek
kézul az UIM2-t alternativ splicing-gal, az egyedfejlédés kiilonboz6 szakaszaiban elvesziti*®®. A
396 aminosavat tartalmazé Drosophila p54 az alap UIM-on kivil tovabbi két, egymaéstol

fiiggetlen UIM-ot hordoz, az UIM2-t és UIM3-at™*®. Azt, hogy pontosan mi a szerepe az extra
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UIM-oknak a magasabbrendti eukariotakban, ma még nem teljesen ismerjik. Tudjuk példaul,
hogy az UIM2 5x erésebben koti?>*3" a monoubiquitint, mint az UIM1, de ha poliubiquitin lanc
kerul a kozelukbe, akkor az UIM1 és UIM2 tobbé nem kompetal, hanem kooperal egymassal a
szubsztrat minél hatékonyabb megkotése érdekében’®.

1996-ban egy hossz( tudomanyos vita kezdetét jelentette, mikor kidertilt, hogy élesztében

az Rpn10 delécitja nem letélis*®

, sOt a vad tipustol csak minimalis mértékben eltéré fenotipus
jellemz6 az Rpnl0 hidnydban (pl. megné a stressz érzékenység). Magasabbrendi eukariotak
Rpnl10 ortologjainak genetikai analizise teljesen méas eredményt mutatott. Arabidopsisban az
rpn10 mutansra jellemzo volt a csokkent csirdzasi képesség, gyengébb ndvekedés és a csokkent
mitotikus index'*®. Drosophilaban a p54-et kodold Pros54 delécidja™*® polifazisos letalitast
okozott, amit a poliubiquitilalt fehérjék és a 26S proteaszoma alegységek (a proteaszéma gének
koordinalt szabalyozasa miatt) drasztikus felszaporodasa el6zott meg. Egérben az RpnlO
mutacidja pedig embridkori letalitaishoz vezetett***. Mivel a Arpn10 élesztd mutansokban nem
halmozddtak fel az poliubiquitilalt fehérjék (és mivel a vezet6 laboratoriumok modellszervezete
az élesztd volt), kétségek meriiltek fel az Rpnl0-zel, mint poliubiquitin receptor aktivitassal
ténylegesen rendelkez6 fehérjével szemben. Viszont ez a megfigyelés és kételkedes tovabbi

lehetséges poliubiquitin receptorok felkutatasahoz vezetett.

A poliubiquitilalt fehérjék nagyfokd akkumuldlédasa a Arad23 és Adsk2 ¢éleszto
mutansokban arra utalt, hogy a Rad23 és Dsk2, a két proteaszomatol fliggetlen fehérje a 16

k', mig az Rpn10 csak egy jelentéktelen, kisegit6 faktor

poliubiquitin receptorai az élesztd sejtne
lehet. Az elméletet céfolta az a megfigyelés, miszerint a Arad23Arpnl0 kettés delécios
muténsban a poliubiquitilalt fehérjék felhalmozodéasa, valamint a mutansok kanavanin (aminosav
analdg) érzékenysége 100x nagyobb volt, mint az egyszeres deléciés mutansokban®*®. A Arad23
és Arpnl0 egyszeres és kettds delécids mutansokbdl preparalt 26S proteaszOma nem tudta

bontani a hozza adott modellszubsztratot'*°

, a poliubiquitilalt Sicl-et (pUb-Sicl). Rekombinans
Rpn10 hozzdadasaval a Arpnl0-bél tisztitott 26S proteaszéma aktivitdsa Gjra beindult, és a pUb-
Sicl lebomlott. Ezzel szemben a Arad23 mutansbdl nyert 26S proteaszOma csak rekombinans
Rad23 és Rpnl0 egyuttes alkalmazasa mellett tudta bontani a pUb-Sicl-et. A fenti kisérletek
tehat vildgossa tették, hogy az eukaridta sejtekben az Rpn10 és a szabad poliubiquitin receptorok

kolcsonhatdsa nélkilozhetetlen az ubiquitilalt fehérjék Osszegytijtésében, szallitasaban és

22



lebontasaban. A vita konklizidja fontos lecke volt az ,élesztésoknek”, mert felhivta a figyelmet
az ubiquitin-proteaszéma rendszer evollciés kilonbségeire és a szubsztratfelismeré receptorok
hasonld, de mégis killonb6zé voltara, de hasznos volt a ,,magasabbrendii eukariotasoknak” is,
hiszen igy Gjabb tipust poliubiquitin receptorokat ismerhettek meg.

kozvetett és kozvetlen kapcsolatot létesiteni egy mésik poliubiquitin receptorral, a Rad23-mal**'.

A Kisérleti eredmények szerint a Rad23 N-terminalis ubiquitin-szert (UBL) doménje nagy
affinitassal kotédott az S5a extra UIM2 motivumahoz (kozvetleniil), mig a Rad23-széllitotta
poliubiquitilalt fehérje ubiquitin egységei UIM1-hez kapcsolddva stabilizaltdk a kialakult
komplexumot (k6zvetetten). Késébb kimutattak, hogy egy masik poliubiquitin receptor, a Dsk2 is
képes kolcsonhatasba Iépni az éleszt6 Rpnl0-zel, de ennek mechanizmusa méas, mint a human
Rad23-S5a kapcsolatnak. Elesztdben ugyanis kizarélag a Dsk2 UBA doménje és az Rpnl0
egyetlen UIM-a (ami a huméan S5a UIM1-nek felel meg) kozott alakul ki a kapcsolat**#**3,
Kiderult, hogy a proteaszdmardl disszocialt Rpnl0 kiszelektalja a szubsztratot nem ko6té Dsk2-t,
meggatolva az iires receptor proteaszomahoz térténd transzportjat. A szubsztrattal toltétt Dsk2-t
viszont beszallitja a 26S proteaszomaba. A fenti megfigyelések kétségtelenil igazoljak a
proteaszoma Rpnl10/S5a/p54 poliubiquitin receptoranak extraproteaszomalis létezését és

funkciojat, ami viszont az alegység ingazasanak® képességét feltételezi (9. abra).

1l. Rad23, Dsk2 és Ddil.
A Rad23, Dsk2 és Ddil poliubiquitin receptorok nem a 26S proteaszéma alegységei'**”

%8 Eredetileg mindharom fehérjét kiilonbozé biokémiai folyamatok szerepléiként azonositottak,
s csak késobb deriilt fény kettds funkciojukra. A ,radidcid érzékeny 23” (Rad23) a nukleotid
kivagédasos DNS hibajavitas egyik kulcsfiguraja'®®. A “DNS sériilés indukalta 1” (Ddil) szintén
a DNS hibajavitasanak folyamataban vesz részt*™, de proteolitikus aktivitasa is ismert. A ,,Karl
dominéns szupresszor 2” (Dsk2) fehérjét pedig eredetileg a sarjadzo éleszté6 SPB (spindle pole

body - orsé polaris testecske) deficiens mutansaiban fedezték fel*™

, mig magasabbrendiiekben
elsésorban a kozponti idegrendszerben betdltott szerepe miatt valt érdekes célponttd, foként
neurodegenerativ betegségek modellrendszereiben®®.

Mindharom receptor az UBA/UBL fehérjék csaladjaba tartozik, melyek k6zos jellemzéije

az N-terminalis ubiquitin-szeri (UBL - ubiquitin-like), valamint a centrélis és/vagy C-terminalis

23



ubiquitinnel kdlcsénhaté domén (UBA — ubiquitin associated) (7. abra). Az UBL domén a 26S

proteaszéma regulator komplexéhez torténé dokkoléast végzit>**>

, mig az UBA domén, amely
harom alfa hélixbol allo koteg (8C. abra), nagy affinitassal képes kotddni az ubiquitinhez vagy
ubiquitin-szerii domént tartalmazé fehérjékhez'. Ez a tulajdonséga, habar alkalmassé teszi a
poliubiquitilalt fehérjék megkotésére, egyfajta Onszabalyozasi rendszer kialakitdsdhoz is
vezetett'®. Ennek egy j6 példaja a human Rad23, amelynek UBL és UBA doménje
alapéllapotban kélcsénhat egymassal’®. Szabad UBL hianyaban pedig a Rad23 nem képes a
proteaszoma Rpnl alegységéhez kotédni. Ha azonban egy poliubiquitildlt fehérje kertil a Rad23
kozelébe, az UBA domén elengedi az UBL-t, és megkéti a szubsztratot. A felszabadult UBL
ezutan az S5a-n keresztiil az Rpnl-hez vezényli a Rad23-szubsztrat komplexumot (9. &bra). Nem
csak intra-, de intermolekularis UBA-UBL kolcsdnhatasokra is ismerink példat, amelyek két

azonos, de inkabb két kiilonbéz6 UBA/UBL receptor kozott alakulnak ki'*!.

Ubiquitin

Ubiquitin

8. bra. Az ubiquitin és az ubiquitin-kété szerkezeti elemek kapcsolédasi modellje™.

(A). Az Rpn10/S5a/p54 UIM-nak (kék), (B) az Rpn13/ADRM1/p42E Pru- (piros) és (C) a Dsk2 UBA doménjének
(zo1d) szerkezete és ubiquitinhez (fekete) valé kapcsolddasanak 3D modellje.

24



Az ilyen fajta on- és kolcsonds szabalyozas lényegét és pontos megvaldsulasanak
mechanizmusat ma még nem teljesen ismerjik. Amit biztosan tudunk, hogy e heterogén receptor
csoport tagjai kolcsdonhatnak egymassal UBA, UBL és UIM szerkezeti elemeiken keresztiil,
amely interakcid bonyolddik a receptorok szdmaval (paraldégok, splice-formak, posztszintetikus

modifik&cidk) és osszetettségével a kiilonb6z6 organizmusokban.

11l. Rpn13/p42E.
2008-ban egy Ujabb poliubiquitin receptort azonositottak élesztében

156,157
. Az

Rpnl13/ADRMI1/p42E (éleszt6/human/Drosophila) a 26S proteaszoma mésodik olyan alegysége,
amely nagy affinitassal képes kotni a poliubiquitilalt fehérjéket. Habar az egyes eukariota
fajokban talalhato Rpnl3 ortologok elsddleges fehérjeszerkezete eltérd, mindegyik tartalmaz egy
N-terminalis konzervalt funkcionalis egységet, az un. pleckstrin homol6g domént (7. és 8. abra),
amelyr6l hamar kiderllt, hogy az ubiquitin kotéséért felelés. Innen szarmazik Uj neve is, a
"pleckstrin-szerd ubiquitin receptor’ domén (Pru — pleckstrin-like receptor for ubiquitin). A Pru
domén hét B-lemezbdl allo szendvics, amelyet egy a-hélix stabilizal. Az ubiquitinhez a B-
lemezeket 6sszekotd harom hurok kapesolja (8B. dbra)™®. Az Rpn13/ADRM1/p42E C-terminalisa

egy deubiquitilazzal, az Uch37-tel létesit kapcsolatot*®®.

Mai elképzelésiink szerint az
Rpn13/ADRM1/p42E N-terminalis Pru doménjével egyidejiileg képes kapcsolodni a
proteaszoma Rpn2 alegységéhez és a poliubiquitilalt fehérjékhez, mig C-terminalisaval az
Uch37-hez. Ez a térkozelség lehetévé teszi az Uch37 szaméra az Rpnl3 altal kotott poliubiquitin
lanc kozvetlen és gyors lehasitasat, ami végul a szubsztrat gyorsabb és hatékonyabb lebontasahoz

vezet (9. &bra).

A poliubiquitin receptorok miikodésének 6sszefoglalasa

A poliubiquitin receptorok miikodésérdl és felépitésérdl szamtalan informacié gytlt 6ssze
az irodalomban. Talan éppen ezért még senki sem vallalkozott arra, hogy egy egységes, egy fajra
jellemz6é modellt allitson Ossze és jelentessen meg szemlecikk formdjaban. Pedig erre nagy
szlikseg lenne, hiszen amint a fenti fejezetben lathattuk, bdrmennyire is konzervalt folyamatokrol
van sz0, fajonként jelent6s kilonbségek is jelentkezhetnek.
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A legfrissebb irodalmi adatok alapjan a kdovetkezd ,,vegyes” modell allithatd dssze. A
szubsztratot szallit6 UBA/UBL poliubiquitin receptorok kozott az Rpnl0/S5a/p54 egyfajta
sorrendet hataroz meg. A disszocialt extraproteaszomalis Rpnl10/S5a/p54 6nmaga is képes
poliubiquitilalt fehérjéket kotni, melyeket a proteaszéma Rpnl/2 komplexéhez széllit (9C. abra).
Ennél érdekesebb, hogy az Ures Dsk2 UBL doménjét UIM(1) motivumaval megkoti, és
mindaddig nem engedi a proteaszdméhoz, amig a Dsk2 szubsztrattal nem toltédik (9B. abra). A
Rad23 ures allapotban inaktiv, ugyanis UBL doménje kapcsolatba Iép sajat (vagy mas Rad23)
UBAL/2 egységeivel. A szubsztrét jelenlétében (9A. &bra) felszabadulnak az UBA domének és
megkdtik a poliubiquitilalt fehérjét, de szabaddd valik az UBL is, amit viszont az
(Rpn10)/S5a/p54 UIM(2) motivuma kot meg. Az igy létrejott komplexum egyutt szallitodik a
regulator partikulum Rpnl/2 felszinéhez. A szubsztrattal toltott Ddil UBL doménjével
kdzvetleniil kapcsolodik a proteaszémahoz (9D. abra).

A regulator komplex egy masik érdekes helyszine az Rpnl13/p42E és Uch37/p37A alkotta
egység. Az Rpnl3/p42E Pru-doménje megkoti a poliubiquitin lancot, amir6l az Uch37/p37A
ubiquitin  C-termindlis hidroldz egyesével lehasitja az ubiquitint. Ezzel szemben az
Rpn10/S5a/p54, Dsk2, Rad23 és Ddil szallitotta fehérjékr6l a poliubiquitin lancot proteaszémalis
deubiquitilazok (DUB), pl. az Rpn11/p37B metalloproteaz hasitja le, amit azutan citoszolikus
DUB enzimek (9F. abra) ubiquitin monomerekké darabolnak fel. A deubiquitilalt szubsztratot a
bazis ATPaz alegységei letekerik, majd bejuttatjak a 20S proteaszéma kdzponti magjaba, ahol az
lebomlik.

Munkank soran arra véllalkoztunk, hogy feltérképezzik a Drosophila melanogaster
poliubiquitin receptorainak hal6zatat, megismerjik strukturdlis elemeiket, és meghatarozzuk
miikodésiik menetét. Mondanom sem Kkell, sok meglepetést és 6romot hoztak a kiserleti
eredmények.
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uim2

UIM

uim:

uim1

9. dbra. A poliubiquitin receptorok feltételezett miikodési modellje a human-, élesztd- és muslica irodalom
alapjan.

(A) A Rad23 UBL-UBA doménjei kélcsonhatnak (inaktiv), de ha szubsztrat van a kdzelben, akkor az UBA domének
megkétik a poliubiquitin lancot, a Rad23 aktivalodik, az UBL pedig az extraproteaszomalis Rpn10/S5a/p54 UIM-
hoz kapcsolodik. A toltott Rad23-at Rpn10/S5a/p54 a proteaszéma Rpnl/Rpn2 komplexéhez szallitja.

(B) Az extraproteaszomalis Rpn10/S5a/p54 UIM motivumaval megkéti az ires Dsk2-t (UBL doménjét), és nem
engedi, hogy a proteaszémahoz feleslegesen dokkoljon. Ha a Dsk2 szubsztratot két, az Rpn10/S5a/p54 a prioritési
sorrendnek megfeleléen tovabb gatolja, vagy a proteaszomahoz szallitja a Dsk2-szubsztrat komplexet.

(C) Az extraproteaszomalis Rpn10/S5a/p54 UIM motivumaval maga is képes szubsztratokat kétni.

(D) A Ddil UBL doménje dokkol az Rpn1/2 komplexhez és UBA doménjével hozza a lebontand6 fehérjét, amir6l a
poliubiquitin lancot az Rpn11/p37B metalloproteaz vagja le.

(E) Az Rpn13/p42E Pru-doménje megkéti a poliubiquitilalt fehérjét, mikdzben az Rpn1/2 komplexhez és az Uch37
deubiquitilazhoz kapcsolodik. Az Uch37/p37A ledarabolja a poliubiquitin lancot, majd a szubsztrat lebomlik.

(F) A szabad poliubiquitin lancokat citoszolikus DUB (deubiquitilaz) enzimek daraboljak monomerekké.

S — szubsztrat; 20S — 20S proteaszéma; ATPaz-gyiiri-Rpn1/2-Rpn13-S5a — regulator komplex bézisa; VWA — von
Willebrand-A domén; UBL - ubiquitin-szerii domén; UBA — ubiquitinnel asszocialé domén; Ub — ubiquitin (piros
kor); > - aktivalas, vagy folyamat; | - gatlas; S5a — reprezentalja az Rpn10/S5a/p54 ortologokat.
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CELKITUZES

Ellentétben az éleszt6 Rpnl0O poliubiquitin receptordval, a Drosophila melanogaster
Rpn10 ortoldgja a p54, esszencialis alegysége a 26S proteaszémanak'®. In vitro kisérleteinkbél
disszocialni a 26S proteaszoma holoenzimrél, amit raadasul a proteaszoma alkomplexumaira
torténd szétesése kovet. A Zn?* eltavolitasat kovetden azonban a Hsp82 dajkafehérje segitségével
a p54 visszaépll a Katalitikusan aktiv 26S proteaszOméara — ezt a folyamatot hivja ma a
szakirodalom ingazéasnak. Kordbban nem allt rendelkezésiinkre olyan adat, ami a p54 in vivo
és in vivo rendszer kidolgozasat és alkalmazasat tiiztik ki célul, amely bizonyossigot adhat a
fenti folyamat létezésére. Feltételezéslink szerint a p54 in vivo ingazasanak eddigi igazolasa a
folyamat rovidsége és a szabad p54 alacsony koncentracidja miatt nem sikerilt. Ezért
transzgénikus muslicak létrehozasat terveztiik, melyek kilonféle (teljes- és csonkolt) fehérjék
tultermeltetetésével a p54 in vivo extraproteaszdmalis stabilizalodasdhoz vezethetne. A kiindulasi
hipotézislink az volt, hogy ha tultermeltetjik a p54-et vagy a p54 N-terminalis felét (NTF), akkor
a feleslegben 1év6 transzgénikus fehérje a vVWA domén (11. abra) révén beépiil a proteaszomaba,
Kiszoritva ezzel az endogén p54-et, amely azutan extraproteaszomalisan stabilizalodik. Vagy
forditva: ha taltermeltetnénk a p54 VWA doménjét nem tartalmazé C-terminalis felét (CTF), a
proteaszomahoz nem kotddott, feltehetden szabadon felhalmozodd transzgénikus fehérje
modellezhetné az extraproteaszomalis &llapotd endogén p54-et. Ha ez sikeriilne, akkor
megvizsgalhatnank és azonosithatnank a feltételezett posztszintetikus médositdsokat, amelynek
hatasara a p54 képes levalni, vagy éppen visszaépilni a 26S proteaszémaba, és azonosithatnank a
p54-gyel extraproteaszomalisan kdlcsonhatd fehérjéket kbvetkeztetve a szabad p54 funkcidjara.

A p54 alegység lehetséges in vivo ingdzé sajatsaganak egy specialis esetére az a
megfigyelésiink vezetett, hogy szemben az ¢élesztd Rpnl0 alegységével, mely az éleszté 26S
proteaszOma sztOchiometrikus komponense, a kilonféle fejlodési stddiumok heterogén
keverékébol tisztitott Drosophila 26S proteaszoméban a p54 alegyseég szubsztdchiometrikus
mennyiségben volt jelen. Ezzel szemben a szinkronpetéztetésbél szd&rmazd korai Drosophila
embriokbdl preparalt 26S proteaszomaban a p54, mint sztéchiometrikus alegység jelent meg. A

p54 szubsztochiometrikus el6fordulasat elvileg két lehetséges Uton magyardzhattuk: a
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hosszadalmas tisztitas soran elveszett a p54 eés/vagy a proteaszOma p54 alegységének
koncentraciéja a muslica egyedfejlédése soran specifikusan szabalyozott. Ez utdbbi esetben
fontosnak tartottuk megvizsgalni a regulaci6 mechanizmusat és az ebben résztvevod
komponenseket: vajon a p54 receptor szintjét transzkripcios, transzlacios és/vagy proteolitikus
folyamatok hatarozzak-e meg, és ha igen, milyen transzkripcios faktorok és/vagy protedzok
jatszanak ebben szerepet? A fenti kérdések tisztazasara tervbe vettilk a 26S proteaszoma
alegységosszetételének  fehérjeszinti  vizsgalatat, valamint a  Kkritikus  alegységek
transzkriptumainak analizisét legalabb 15 kiilonb6z6 fejlédési allapotban az embridtol a Kifejlett
allatokig. A p54 mellett fontosnak tartottuk a Drosophila Rpnl13/p42E, Rad23, Dsk2 és Ddil
poliubiquitin receptorainak atfogd vizsgalatat is. Ennek érdekében célunk volt a fenti fehérjéket
kodolé cDNS-ek azonositasa és expresszids vektorokba klénozasa, majd a rekombinans fehérjék
funkciondlis és strukturdlis analizise. Hasonl6an a p54-hez, tervbe vettiik a fenti receptorok
transzkriptum és fehérjeszinti nyomon kovetését is a muslica ontogenezisének kiilonb6z6
stadiumaiban.

A Kkérdéseinkre kapott valaszoktdl vartuk, hogy egy egységes modellé alljanak Ossze
magyarazatul szolgalva a Drosophila p54 receptoranak extraproteaszomalis funkci6jara, valamint
a p54 és egyéb poliubiquitin receptorok feltételezett fejlédésstadium-specifikus szabalyozésanak

mechanizmuséra és biologiai értelmére.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

In vivo kisérletek és mintagytijtés

Az in vivo Kisérletekben hasznalt Drosophila melanogaster laboratériumi térzseket 25°C-
on, 25 mm atméréjli lveg fiolakba toltott standard taptalajon nOvesztettik. A
szinkronpetéztetéses és a hésokkolasos kisérletekben ett6l eltéré koriilményeket alkalmaztunk,
amit a megfelel6 fejezetben targyalok. Kontrollként (vad tipus), valamint a transzgénikus allatok

létrehozasakor w™'® izogenizalt alaptorzset hasznaltunk™®. A megfelelé genetikai markerek
g g g

meghatérozésat az altalanos protokoll szerint végeztik*® (http:/flybase.bio.indiana.edu/).

P-elem inszercios transzgénikus Drosophila torzsek létrehozasa

A transzgénikus torzseket (melléklet) P-elem medidlta transzgén inszercios technikéval
hoztuk létre'®*%2 A P-elem alap( rekombinans plazmidokat, melyek a kifejezendd transzgént

hordoztak, szinkronizalt szincicialis blasztoderma allapotd embriok poszterior végébe injektaltuk
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transzpozazt kodold segitoplazmid kiséretében. Ezt kovetden Kkeresztezésekkel™ a P-elemre

homozigéta, balanszirozott es genetikai markerekkel megjelolt alaptorzseket hoztunk Ilétre
(melléklet). A legfontosabb alaptérzsek:

C18: a CTF (p54 C-termindlis felét) tanszgént hordozza

8SC: a Strep-CTF tanszgént hordozza

Strep-p54(7): a Strep-p54 tanszgént hordozza

Strep-NTF: a Strep-NTF tanszgént hordozza

AK: a Strep-CTF-AK tanszgént hordozza

p54°~NS: a p54 RNS-interferencia konstrukciot hordozza

Dsk2"NS!: 3 Dsk2 RNS-interferencia konstrukciét hordozza

Dsk2™: a Flag-Dsk2 tanszgént hordozza

Rad23™%: a Flag-Rad23 tanszgént hordozza

Rad23™NS: 3 Rad23 RNS-interferencia konstrukci6t hordozza (VDRC: #30497)*"’

A transzgén kifejez6désének indukalasa: az UAS-Gal4 rendszer

Az UAS-Gal4 rendszer'® lényege, hogy az éleszté eredetii UAS (upstream activating
sequence: CGGAGTACTGTCCTCCG) szekvencia a téle downstream elhelyezkedod tetszéleges

DNS (pl. cDNS, transzgén) atirodasat mindaddig nem aktivalja a Drosophila sejtjeiben, amig egy
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¢lesztd eredetii transzkripciés faktor, a Gal4 (homodimer) hozzad nem kapcsolodik. Az
alaptorzsek létrenozasakor hasznalt pP{UAST} vektor 6t UAS szekvenciat tartalmaz a kl6nozo
régio elétt. Ha a transzgénikus legyeket egy un. meghajtd torzzsel (Gal4-et termel) keresztezzik
Ossze, akkor az utddokban a Gal4-dimer hozzékapcsolddik az UAS elemekhez, és indukélja a
transzgén atirddasat (10. abra.). A kisérleteinkben alkalmazott da-Gal4 (da — daughterless:
konstitutiv promoter) az egyedfejlodés minden stddiumaban és minden szovetben kifejezddik. A
hésokkolasos kisérletekben egy olyan Gal4-represszort is kozbeiktattunk (Gal80"*), amely 19-
25°C-on kotédve a Gald-hez gétolja a transzgén atirodasat. 30°C-ra helyezve az allatokat a

Gal80"?° konformacidvaltozast szenved, levalik a Gal4-rél, ami Ujra aktivalja a transzgént.

Meghaijté torzs (Gal4)  Transzgénikus torzs (UAS)

|48 [Promoter| [ICETZAN B
IR IR

Gal4
dimer \

10. &bra. Az UAS/Gal4 rendszer miikodési modellje.

Az utddban Gal4 transzkripcids faktor termelédik, ami dimert alkotva onmagaval az integralddott P-elem UAS
szekvencidjahoz ko6tédve aktivalja a bevitt transzgénikus konstrukcio atirddasat. IR — forditott ismétlédések, a P-
elem végeit és az integracio helyét jeldli.

Szinkronpetéztetés

A Drosophila melanogaster teljes atalakulassal fejlodé rovar. Egyedfejlédése 25°C-on 10
napot vesz igénybe. A megtermékenyiilést kovetéen a lerakott pete burkan belil 1 nap alatt
lejatszédik az embrionélis (E) fazis. Az embriobol elsé stadiumos larvak kelnek ki (L1), melyek
egy nap elteltével vedlenek mésodik stadiumos (L2), majd Ujabb egy nap mulva harmadik
stddiumos (L3) larvakka. Ezutan az allatok bebabozddnak és tovabbi 6t napig fejlédnek. EkGzben
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szamos morfologiailag is jol elkiilonithetd fejlédési allapoton mennek keresztul. Kutatasaink
sorén korai Gn. fehér babokat (a larvastadiumot koveté néhany perces elébab allapot), 2 napos
barna babokat és az adultta valast kozvetleniil megel6z6 farat adult babokat (ebben az utolso
babstadiumban az allat mar az 6sszes adult-specifikus morfologiai bélyeget viseli, de még
korulveszi a bab héja) vizsgaltuk. Az ontogenezis utolsd Iépéseként a farat adultbdl kifejlett,
szaporodni képes imagd (adult kor) kel ki, amely csupan néhény hétig életképes'”. Mivel a
kifejlett ndstény a megtermékenyitett petét képes visszatartani (pl. tdplalékhiany esetében), ezért
azonos kort mintak gytijtésekor a ndstény petézését (lerakott petéinek korat) gazdag taptalajon
torténd nevelés mellett szinkronizalni kell.

A petézés szinkronizalasahoz'* a sziiz nostényeket (a vad tipusd és a C18 transzgénikus
torzsekbol kulon-kilon) taplalékkal gazdagon megszort standard taptalajon tartottuk 1 napig. Ezt
kovetéen megfeleldé himeket (a vad tipusG nOstényekhez vad tipusit; a C18-kontroll
ndstényekhez C18-ast; az indukalandd C18 ndstényekhez pedig da-Gald-et) adtunk a
ndstényekhez, és a bekeresztezett muslickat speciélis taptalajra (1,6 % (g/v) lacto-agar, 0,8 %
(9/v) D-gliikdz, aktiv szén, 10% gyumdolcs szirup és 0,15 % (g/v) nipagin) helyeztiik. A taptalajt
orénként frissre cseréltik, a petéket tartalmazot pedig a pete lerak&satol szamitott kiilonb6zo
ideig tovabb inkubaltuk (25°C). Az inkubacids id6 elteltével a vad tipusu csoportbdl a kovetkez6
kord és stddiumu bioldgiai mintékat gytijtottik: 0-12 és 12-24 6ras embrio; 36 és 48 6rés L1; 60
és 72 Oras L2; 84, 96, 108 és 120 oras L3; feherbab, barna bab, farat adult és frissen kikelt
ndstény és him. A C18 (kontroll) és C18/daGal4 (transzgént termel6) csoportokbol csak 84, 96,
108 és 120 oras L3-at szedtiink. A mintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és a

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

In vitro moédszerek

In vitro DNS rekombinécios technikak és PCR

Klénozas. A Rad23 (CG1836), Dsk2 (CG14224: Ubiquilin), Ddil (CG4420) és p42E (CG13349)
fehérjéket kodold cDNS-eket Drosophila L3-cDNS konyvtarbol PCR-rel amplifikéaltuk
specifikus oligonukleotid primereket (melléklet) és GoTaq (Promega) polimerazt hasznalva (25 x
(95°C, 307; 60°C, 307; 72°C, 1’)). A cDNS-eket az oligonukleotid primerekkel bevitt egyedi
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restrikcios hasitéhelyek mentén emésztettiik és pBlueScript vektorba klénoztuk, majd DNS-
szekvenciameghatarozéssal ellendriztik. A pBlueScript/p54 korabbi kisérletekb6l mar a

119

rendelkezésiinkre allt™. A cDNS-eket és darabjaikat ezutan a kisérletek igényei szerint standard

in vitro DNS rekombinaciés technikak'®® segitségével kiilonbdzé plazmidokba klonoztuk:

1. pGEX-4T.1-2-3 (GE Healthcare): A GST-hez fuzionalt rekombinans fehérjék termeltetéséhez
a Rad23, Dsk2, Ddil, p42E és p54 cDNS-ét a GST-vel azonos leolvasasi keretbe pGEX-4.T
alapu vektorba klénoztuk, majd a pull-down kisérletekhez a rekombinans fehérjék csonkolt

(kiilonb6z6 doméneket hordozo) valtozatait is el6allitottuk (15. abra.).

2. pASK-IBA5 (IBA): A Strep-fuzionalt rekombinans fehérjék termeltetéséhez a p54 cDNS-
ének kiilonb6z6é méretli darabjait (1-1188 bp (Strep-p54); 1-613 bp (Strep-NTF [N-Terminalis
Fél]) a vWA doménnel; 614-1188 bp (Strep-CTF [C-Termindlis Fél]) a harom UIM-mal;
614-1143 bp (Strep-CTF-AK) a CTF terminéalis lizinek nélkil; 11. és 22. &bra) a Strep-

affinitas cimkével egy leolvasasi keretbe illesztettik:

1 205 396 as
L | |
I I 1
1 613 1188 bp
a-RSA EcoRI 28 439 170
i * * 2
p54 | VWA Cumt | Tume] [ums |
NTF CTF
CTF-AK

11. abra. A p54 fehérje sematikus képe.

A p54 doménszerkezete: VWA — von Willebrand-A domén; UIM 1-2-3 — ubiquitin interakciés motivumok; K; — a

hét konzervalt termindlis lizin; * - A p54 C-termindlis felét (CTF) felismeré monoklondlis ellenanyagok (28, 439 és

170) epitopjai. //lll - A p54 N-termindlis felére (NTF) specifikus poliklonalis ellenanyag (a-RSA#1) epitdpjainak

feltételezett helye.

3. pP{UAST} (Drosophila Genomics Resource Center): A transzgénikus alaptorzsek
létrehozasahoz*® a Strep-p54, a Strep-NTF, a Strep-CTF, a Strep-CTF-AK DNS
konstrukciokat, a p54 cDNS-ének 614-1188 bp-ig terjedé szakaszat, valamint a Flag-Dsk2-t

és a Flag-Rad23-at kddolé DNS-t atklénoztuk a P-elem alapt pP{UAST?} ingazd vektorba. A

rekombinans plazmidok segitségével kilonallo stabil transzgénikus vonalakat hoztunk Iétre,
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igy lehet6ség nyilt a Strep-p54, Strep-NTF, Strep-CTF, Strep-CTF-AK, CTF (22. 4bra) Flag-
Dsk2 és Flag-Rad23 Gal4-indukélta in vivo taltermeltetésére és a transzgenikus fehérjék in

Vvivo vizsgélatara.

4. pWIZ (Drosophila Genomics Resource Center): A p54 és a Dsk2 RNS-interferencias torzsek
létrehozdsahoz  mddositott pP{UAST} vektort, a pWIZ-t hasznéltuk. A vektor

kiilonlegessége, hogy a két polilinker szekvencia kozoétt egy intron talalhatd. A forditott
orientacidban (3’-5" — intron — 5°-3”) beépitett két azonos szekvenciaju DNS darab kdzott
elhelyezkedd intron elésegiti az UAS aktivaciot kovetden atirddott transzkriptum
duplaszaluvd (dsRNS) alakulasat. A p54-re és Dsk2-re egyedileg jellemzé DNS
szekvencidkat, amelyek az RNS-interferencia sordan mintaként szolgalnak a RISC
komplexnek a p54- illetve a Dsk2 transzkriptumok eliminaci6jahoz, az online elérhetd
dsCheck'™® (http://dscheck.rnai.jp/) program segitségével hataroztuk meg. A p54 cDNS-ének
1-400 bp-ig (1. és 2. exon), mig a Dsk2 cDNS-ének 825-1252 bp-ig (2. exon) terjedd
szakaszat specifikus oligonukleotid primerek segitségével (melléklet) PCR-rel amplifikéltuk,
majd a pWIZ vektorba Kklonoztuk kulon-kilén. Az egyedi DNS szekvenciakat forditott
ismétlédésként hordozd rekombindns plazmidok segitségével stabil transzgénikus vonalakat
hoztunk létre. A Gal4 aktivaciot kovetéen a konstrukciokrdl atirddott transzkriptumok
dsRNS-sé alakulva a Pros54 (p54) és Ubiquilin (Dsk2) mRNS-ek specifikus eliminaciojat
okoztak kuldn-kalon.

5. pCYB (NEB): A CBD-fuziondlt (CBD - kitin kot domén; chitin-binding domain)
rekombinans fehérjék elballitasahoz a p54 ¢cDNS-ének 1-1188 bp-ig (CBD-p54), 1-613 bp-ig
(CBD-p54-NTF) és 614-1188 bp-ig (CBD-p54-CTF) terjedé szakaszait pCYB bakterialis
expresszios vektorba klonoztuk (a CBD-vel egy leolvasési keretbe) a gyartd utasitasainak

megfelelden.

6. pFlagMac (Sigma Aldrich): A Flag-fuzionalt rekombinans fehérjék eldallitasdhoz a Rad23,

Dsk2 és p54 cDNS-ét az N-termindlis Flag-epitopot kddol6 DNS-sel egy leolvasasi keretbe
klonoztuk a gyarto utasitasainak megfeleléen (Flag-Rad23, Flag-Dsk2 és Flag-p54).

Szemikvantitativ reverz transzkripcidval kapcsolt PCR. A vizsgalt biologiai mintakbdl az 6ssz

RNS-t Trizol™ reagenssel (Invitrogen) preparaltuk a gyari protokollnak megfeleléen. Az RNS-t
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DNS-mentesitettink (RQ1 DNazzal, 30 perc, 37°C (Promega)), majd M-MuLV reverz
transzkriptazzal (RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)) oligo-dT primer
jelenlétében cDNS konyvtarat keszitettink. A cDNS mintékat templatként hasznalva, GoTaq
(Promega) polimeraz felhasznalasaval PCR-t végeztiink (25 x (95°C, 30”; 60°C, 30”; 72°C, 1%))
rpL17a (bemérési kontroll), Pros54 (p54), p48B, Rad23 és Ubiquilin (Dsk2) specifikus
oligonukleotid primerekkel (melléklet).

Fehérjemintak készitése

Altalanos. A lefagyasztott (pl. kiilonbozd fejlédési stadiumban gytijtott) bioldgiai mintakat
frissen elkészitett 26S proteaszéma alappufferben (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 100 mM NaCl, 5
mM MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM DTT and 5% (v/v) glicerin) téartuk fel micro-Potter
homogenizator segitségével. A szoveti tormeléket centrifugalassal tavolitottuk el (2x14.500g,
4°C, 5 perc), majd a tiszta felllusz6t két részre osztottuk. Az elsé adaghoz Laemmli-féle
denaturdlé SDS-mintapuffert adtunk (2,3 % (g/v) SDS (natrium-dodecil-szulfat), 5 % (v/v)
merkapto-etanol, 10 % (v/v) glicerin és brom-fenol-kek festék) és azonnal felforraltuk (5 perc) -
kontroll. A masik adagot kisebb mennyisegekben, nativ allapotédban -80°C-on taroltuk.

Specidlis. A gélsziirési kromatografia sordn felhasznalt fehérjeextraktumot a fentiekhez
hasonldan készitettik el. A masodik centrifugalast kovetden a felilluszoban maradt lebegd
lipopoliszaharidokat steril (veggyapoton atfolyatva tavolitottuk el. Ezt kovetéen a megmaradt
sejttdrmeléket tovabbi ultracentrifugalassal (30 perc, 2°C, 60. 000 g) llepitettik ki.

Téményités. A kromatografiak soran elualt hig fehérjefrakciokat 10 % (g/v) végkoncentracidban
alkalmazott, hideg triklor-ecetsav (TCA) hozzaadasaval precipitaltuk (5 perc, 4°C). A csapadékot
centrifugéléssal (14.500g, 4°C, 5 perc) Ulepitettik, majd a felulisz6 eltavolitasat kovetden a
kiindulasi térfogatnak megfelelé mennyiségii hideg acetonnal mostuk. A széritott csapadékot
SDS-mintapufferben feloldottuk és azonnal felforraltuk (5 perc).

Fehérjék kromatoqrafias tisztitasa

Gélsziirési-kromatografia. A Superose 6 matrixszal (Amersham Biosciences) toltott 2 cm

atmérdjii és 50 cm magas iivegoszlopot AKTA™ FPLC™ (Amersham Biosciences) fehérje-

elvalasztési rendszerben alkalmaztuk. A 2-2 ml fehérjeminta betoltését kovetéen 0,4 ml/perc
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folyési sebesség mellett sziirt proteaszoma alappufferben 4°C-on végeztik az elvalasztast. A
kizérasi térfogat atfolyasat kovetéen 60 1-1 ml-es frakciot gytjtottiink (#1-60.), majd minden
masodik frakciobol 200-200 pl-t betéményitettiink és SDS-PAGE/immunoblottal vizsgaltunk.

Affinitds-kromatografia.
1. Strep-Tactin®-affinitaskromatografia (IBA). A 8SC, da-Gal4/8SC és da-Gal4/AK

transzgénikus allatok larvait homogenizalé pufferben (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM
NaCl; 1 mM ATP; 1mM DTT; 1mM PMSF) tartuk fel. Az elokészitést kovetben a
fehérjeextraktumokat equilibralt minioszlopba (Strep-Tactin® Spin Column (IBA) tdltéttiik
(5x cirkuldltattuk), majd a nem kotédott fehérjéket kimostuk (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 150
mM NaCl; 1 mM ATP; 1mM DTT; 1mM PMSF). Végezetiil a Strep-Tactin®-hoz fajlagosan
kapcsolddott Strep-CTF és ubiquitilalt Strep-CTF (da-Gal4/8SC-bél), valamint Strep-CTF-
AK (da-Gal4/AK-bdl) fehérjéket eludltuk (100mM Tris-HCI pH 8,0; 150mM NaCl; 2mM D-
biotin; ImM PMSF) és SDS-PAGE/Immunoblottal vizsgaltuk.

2. Kitin-affinitaskromatogréfia (NEB). A CBD-p54 és CBD-p54-CTF fehérjéket BI21(DE-3) E.

coli torzsben termeltettiik'®®

. A transzformalt baktériumokat 50-50 ml tapoldatban 37°C-on
(YTA+0,1 mg/ml ampicillin) ODgyo=0,4-ig ndvesztettiik, majd 0,5 mM végkoncentracioban
alkalmazott IPTG hozzéadasaval indukéltuk a rekombindns fehérjék termel6dését (3 ora,
37°C). A sejteket centrifugalassal Ulepitettiik (2x500g, 4°C, 5 perc), mostuk, proteaszOma

alappufferben ultraszonikéléssal feltartuk, majd a sejttérmeléket kicentrifugaltuk.

A. In vitro ubiquitilaci6. A CBD-p54-CTF fellluszo6t proteaszoma alappufferrel (20 mM
Tris-HCI pH 7.6, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 1 mM ATP, 1 mM DTT and 5% (v/v)

glicerin) equilibralt kitin-agaréz (NEB) oszlopba (0,5x5 cm) toltottik és 1 6ran at 25°C-
on cirkulaltattuk. Az aspecifikusan k6t6dott fehérjéket kimostuk. Ezt kdvetden vad tipust
Drosophila embridk extraktuméat a CBD-p54-CTF-fel téltétt oszlophoz adtuk, 1 mM ATP
és 1 ug/ml ubiquitin jelenlétében 25°C-on 60 percig keringtettik, majd alaposan
kimostuk. A CBD-p54-CTF és in vitro ubiquitilalt formait 1 % (g/v) SDS tartalmd
proteaszOma alappufferrel elualtuk és SDS-PAGE/Immunoblottal analizaltuk.

B. Az endogén p54 Kicserélése CDB-p54 és CBD-p54-NTF-re. Drosophila embriok

extraktumat Sephadex G25 gélszir6oszlopon DTT-mentesitettik. 200 uM ZnCl,
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hozzaadasaval (20 perc, 25°C) eléidéztiik a 26S proteaszdma alkomplexumaira és szabad
p54-re torténd szétesését™. Ezt kovetben CBD-p54, CBD-p54-NTF és CBD-p54-CTF
bakterialis extraktumot adtunk a harom részre osztott reakcidelegyhez, majd a cink
elvonasaval (100 pM 1,10-fenantrolinnal (specifikus Zn?* kelator), 20 perc, 25°C)
indukaltuk a 26S proteaszoma Ujboli Osszeszerel6dését. A nagy molaris feleslegben
alkalmazott rekombinans fehérjék beépilését az endogén p54 helyére Kitin-
affinitastisztitassal ellenériztik Ugy, hogy az elualt frakciokban immunoblottal
megvizsgaltuk a 26S proteaszoma jelenlétét.

3. anti-Flag® M2-affinitaskromatografia. Az Anti-Flag® M2 agardzhoz (Sigma-Aldrich) kotott

Flag-Rad23 és Flag-Dsk2 rekombinans fehérjéket 1-1 ml savas glicinnel (0.1 M glicin-HCI
pH 3.5) elualtuk, majd a frakciokat 25-25 pl 1M Tris-HCIl (pH 8.0) hozzadaséaval
neutralizaltuk. Az SDS-PAGE-sel ellen6rzott rekombinans fehéréjét tartalmazé homogén

frakcidkat -80°C-on taroltuk, és késdbb nyulak immunizaldsdhoz hasznaltuk.

4. GSH (glutation) kromatogréafia (pull-down Kisérletek.). A GST-hez (glutation-S-

transzferdzhoz) fuziondlt, baktériumban expresszalt rekombinans fehérjéket és csonkolt
darabjaikat (15. &bra) glutation-Sepharose (GE Healthcare) oszlophoz kotottik (30 perc,
25°C, proteaszoma alappufferben) a gyartd utasitidsainak megfeleléen. A proteaszomat €s a
poliubiquitilalt fehérjéket Drosophila embrio-extraktum hozzdadasaval biztositottuk (30 perc,
4°C). A oszlophoz kot6dott rekombinans fehérjéket és kdlcsonhatd partnereiket 10 mM GSH
(redukalt glutation; pH=8.0) oldattal eludltuk. Az eludtumok tartalmat SDS-PAGE utéan
Coomassie-kek festéssel, valamint immunoblottal anti-ubiquitin (15. abra), illetve anti-26S
proteaszoma (15. és 32A. abra) ellenanyag-keverékkel (p54, p48A, p42A, p39A és CPa7)

vizsgaltuk kalon-kalon.

Fehérjék elektroforetikus elvalasztasa, festés és immunoblot

1D-SDS-PAGE. Kisérleteinkben a fehérjék denaturald poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) t6rténd

frakcionalasat a klasszikus natrium-dodecil szulfat (SDS) alapld Laemmli-féle maodszerrel
k16e K167

végeztik™". A méret alapjan elkulonitett fehérjéket ezist-nitrattal festettlk™", amely kevésbé
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kvantitativ, mint a kolloidalis Coomassie-kék alapu maodszer, de sokkal érzékenyebb (néha

Coomassie-kek festést is alkalmaztunk).

2D-IEF-SDS-PAGE. Az kétdimenzios, izoelektromos fokuszalassal kapcsolt SDS-PAGE azonos

méretll, de eltérd fizikokémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd fehérjék elvalasztasara alkalmas
technika. A Strep-affinitaskromatogréfidval frakcionalt vizsgalandd fehérjéket tovabb tisztitottuk
'ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit’ (Bio-Rad) segitségével a gyari protokollnak megfeleléen. A
kicsapott fehérjéket specialis 2D rehidrécios pufferben oldottuk fel (7M urea; 2M tiourea; 4 %
(g/v) CHAPS; 50mM DTT; 2 % (g/v) IPTG puffer pH 3-10 vagy pH 3,5-5,0; 0,002 % (g/v)
brémfenolkék) (Bio-Rad). A kapott mintat rehidracios modszerrel szilard gélcsikra (pH 3-10
gadiens, 18 cm hossz(, Immobiline™ DryStrip) (Amersham Biosciences) vittiik fel. A
Multiphor™ 11 lapos &gyl elektroforetikus tapegységet (Pharmacia Biotech) hasznéltuk a
fehérjék izoelektromos fokuszaldsdhoz. A gelcsikban elvalasztott fehérjéket egy tomoritogél
mentes, denaturald poliakrilamid gélben tovabb frakciondltuk. A fehérjéket immunoblottal és
ezlst festéssel tettlik lathatova.

Immunoblot. A fehérjék specifikus kimutatdsat immunoblot technikdval végeztik. Az SDS-
PAGE sorén frakcionalt fehérjéket a gélb6l nagy kotdkapacitasti polivinilidin-fluorid (PVDF -
Millipore) membranra transzferaltuk az altalanos Western-blot protokollnak megfeleléen™®. A
filter szabadon maradt fehérjekot6 feliiletét blokkoltuk (5 %-0s (g/v) tejpor-oldatban aztatva 30
percig 25°C-on), majd a membrant TBST (TBS és 0,05% Tween 20 detergens) pufferben
alaposan mostuk. Ezt kdvetden a filtert a vizsgalandé fehérjére specifikus, megfelelden higitott,
elsédleges ellenanyag oldataban inkubaltuk (1 o6ra, 25°C), mostuk 3x15 percig TBST-ben, majd
ujabb 1 oran at kezeltiik az elsddleges ellenanyagra specifikus, torma-peroxiddzzal (HRP —
horseradish peroxidase) konjugalt mésodlagos ellenanyaggal. Kemilumineszcens szubsztrat
(Millipore) és hidrogén-peroxid jelenlétében a torma-peroxidaz aktivitasat fotonkibocsatas jelzi,
amit fényérzékeny RTG-film segitségével detektaltunk.

Alkalmazott ellenanyagok

A 26S proteaszoma alegységekre specifikus monoklonalis-, valamint a 20S partikulumra,

a glikogén-foszforilazra, a B-importinra és a p54-NTF-re specifikus poliklondlis ellenanyagokat a
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csoport korabbi munkaéi soran készitette'®®. Az anti-ubiquitint a Dako cégtél vasaroltuk. Az anti-
Rad23 és anti-Dsk2 poliklonalis ellenanyagokat, affinitaskromatografiaval tisztitott Rad23 és
Dsk2 rekombinans fehérjékkel immunizalt nyulakban termeltettiik standard mddszerrel. A
felhasznalt ellenanyagokat a 2. tablazat foglalja dssze.

Antigén neve Ellenanyag neve Termeld faj
p54 28 Egér - mAt
170 Egér - mAt

439 Egér - mAt

p54-NTF o-RSA #1 Nyl - pAt
p48A 12A1 Egér - mAt
p42A 9E3 Egér - mAt
p42C 123 Egér - mAt
p39A 50 Egér - mAt
CP komplex o-CP pAt Nyl - pAt
CPa7 alegység o-CP mAt Egér - mAt
Glikogén foszforildz | a-p94 Nyl - pAt
B-importin o-Ketel Nyl - pAt
Ubiquitin o-ubiquitin Nyul - pAt
Rad23 o-Rad23 Nyl - pAt
Dsk?2 o-Dsk2 Nyl - pAt
Flag-epitop o-FlagM, Egér - mAt

2. tblézat. A kisérletekben hasznalt monoklondlis- (mAt) és poliklondlis (pAt) antitestek felsorolasa.

Fehérjeazonositas MALDI-TOF tomeqgspektrometriai modszerrel

A tdmegspektrometriai analizishez az eziistfestéssel™® kimutatott fehérjefoltokat a
poliakrilamid gélb6l Kkivagtuk, majd 50%-o0s (v/v) acetonitrilben oldott 25mM NH4HCO;-tal
equilibraltuk. A diszulfid-hidakat DTT-vel redukaltuk (30 perc, 65°C) és jodacetamiddal
alkilaltuk (30 perc, 25°C). Az azonositand0 fehérjék gélen belili triptikus emésztését (sertés
tripszinnel (Promega)) kovetéen az extrahdlt emésztési termékeket C18 ZipTip (Millipore)
oszlopon frakciondltuk. A  tdmegspektrometriai analizist Reflex 11l MALDI-TOF
tomegspektrométerrel (Bruker) végeztik. A tomegspektrogramm értékeit a ProteinProspector
szoftvercsomag MS-Fit programjanak segitségével az NCBI adatbazissal 0sszehasonlitva

azonositottuk a vizsgélt fehérjét.
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EREDMENYEK

A kilonleges alegyséq: p54

Az elmult évtizedben az Udvardy-labor rengeteg tudast halmozott fel a Drosophila 26S
proteaszOma p54 poliubiquitin receptoraval kapcsolatban. Korabbi munkak soran klénoztak,
feltérképezték az UIM-ait, ellenanyagokat termeltettek ellene, elhelyezték a proteaszoman belil
és igazoltak a nélkiilozhetetlenségét. Késdbb (itt csatlakoztam a csoporthoz) kimutattuk®, hogy
képes levalni és visszaépllni a 26S proteaszOmaba, ami a p54-nek, mint ingaz6 faktornak
valamilyen extraproteaszémalis szerepét és/vagy funkcibjat feltételezi. A jelenség
mechanizmusardl és bioldgiai jelentéségérél akkor még csak keveset tudtunk, elméleteinket,
melyek inkébb feltételezések voltak, csupdn in vitro Kisérletek adatai alapjan allitottuk fel.
Doktoranduszként izgatni kezdett az a kérdés, hogy miként és miért jatszodik le a sejtben a p54
ingazasa, ezért az egyik f6 kutatasi t¢émamnak a fenti jelenség értelmezését valasztottam. A korai
kisérletek két nagyon meglepd eredményt hoztak, amelyek az eredeti problémérol elterelve a
figyelmlnket egy (j biologiai jelenségre mutattak r4, ami az ingaz&s lehetséges
mechanizmusénak és a p54 extraproteaszomalis szerepének megértéséhez, valamint jelen
dolgozat megsziletéséhez vezettek.

Az elsé furcsa megfigyelést a Drosophila 19S regulator komplex (RC) térszerkezetének
vizsgalata soran nyertiik, amikor a RC-en beliil elhelyezkedd, egymassal kdlcsonhatd alegységek
térképezését fehérje keresztkotd szerekkel vizsgaltuk. ATP jelenlétében, amikor az 6sszes RC a
26S proteaszémaban van (nincs jelen szabad RC), eltér6 keresztkotési mintazatot észleltiink a
p54 alegységre specifikus két monoklonalis ellenanyaggal (170 és 28). A 170-es harom, mig a
28-as monoklonalis ellenanyag csak egy p54-immunoreaktiv keresztkotési terméket ismert fel
(12A. abra). Ez a kisérleti eredmény azt jelezte, hogy a p54 két kiilonb6z6 konformacidban van
jelen a 26S proteaszéman belil, s e két konforméciét a monoklonalis ellenanyagok specifikusan
felismerni képesek. Mivel a két ellenanyag kiilonboz6, de egymashoz nagyon kozeli epitopot
ismer fel a p54 C-termindlis felében (11. abra, 2. tablazat), arra kovetkeztettiink, hogy ATP
jelenlétében olyan pl. posztszintetikus modifikacid okozta konforméaciévaltozas jatszodik le a
26S proteaszdma RC-hez kotott p54 alegységben, aminek kdvetkeztében a 28-as ellenanyag
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epitopja rejtett allapotba keriil. A fenti eredmény azt sugallta, hogy a p54 egy dinamikusan
valtoz6 molekula a Drosophila proteaszomaban.

A masik megfigyelés is egy érdekes kérdést vetett fel. Ha 26S proteaszomat preparaltunk
embridk és korai larvak kevert extraktumabdl, akkor a p54 szubsztochiometrikus alegységként
jelent meg a denaturald gélen elvalasztott és Coomassie-kékkel festett 19S regulator
komplexumban (12C. dbra) — a tdbbi alegységnél kevesebb p54-et lehetett kimutatni. Ezzel
szemben a homogén embrié-extraktumbdl preparalt 19S regulator komplexumnak a p54
sztochiometrikus alegysége volt. (12B. abra).

A B C 12. &bra. A p54 két kiilonboz6 konformacioban
van jelen a proteaszéméban, a RC p54 mennyisége
pedig kulénboz6 az embrié és az embrio-larva

+ATP 10— - extraktumokban.
e el — (A) Kémiai keresztkotést kovetdéen a p54-specifikus
170| 28 170-es és 28-as monoklonalis  ellenanyagok
kiilonboz6 keresztkotési termékeket ismernek fel
> | — (=). * -monomer (nem keresztkotott) p54.
pgg N (B) A homogén embri6-, valamint (C) az embrio- és
> . 7, - korai larvak vegyes extraktumabdl tisztitott 19S
Y e regulator komplex alegyseg Osszetétele 10% SDS-
S PAGE és Coomassie-kék festést kovetden. Az
:.- pigg:_, embrié-larva extraktumban a p54 a 19S regulator
? komplex szubsztéchiometrikus alegysége.
S P39 —
. paTA”~
— p37B
—ap —

Mi okozhatta a proteaszdméhoz kotott p54 koncentraciojanak csokkenését az embrio-
larva vegyes extraktumban, és ez miért nem mutathaté ki a homogén embrié-extraktumban? A
legkézenfekvébb magyarazat erre az volt, hogy a larvakban torténik valamilyen valtozas, minek
hatasara a proteaszOma p54-tartalma lecsokken. Mivel mindkét minta esetében a preparalést
azonos korilmények kozott végeztiik, kizarhattuk annak lehetéségét, hogy a p54 a hosszadalmas
tisztitds sordn elveszett volna az embrio-larva extraktumbdl. Habar korabbi kisérleteinkbol
tudtuk, hogy embridban a p54-nek egy kis szazaléka szabad formaban is megtalalhatd, ami
Superose 6 frakcionalassal jol elkiilonitheté a 26S proteaszdmatol (14A. abra), nem volt adatunk
a larvalis p54 szabad/kotott formajanak aranyardl. Ezert arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a

larvalis korszakban vagy megné a szabad p54 koncentracidja, ami nem jelenik meg a 26S
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proteaszOma Superose 6 csucsfrakciokban, vagy a proteaszdémahoz kotott p54 valamilyen
(embridban géatolt) mechanizmus révén eliminalddik. Ennck eldontése céljabol 15 kiilonbozo
szinkronizalt fejlodési stadiumbol készitett nyers fehérjeextraktum p54 mennyiségét (szabad és
proteaszomahoz kotott) meghatarozo kisérletek elveégzését terveztik.

A poliubiquitin receptorok sorsa az egvedfejlodés folyaman

A p54 alegység sorsanak nyomon kdvetése érdekében szinkronpetéztetéssel létrehozott 15
kiilonboz6 fejlodési allapotbol gyuijtott biologiai minta analizisét végeztik el. A néstények
petézésenek szinkronizalasara azért volt szikség, hogy az egyedfejlédési stadiumokon belil az
allatok kronoldgiai és morfoldgiai kora biztosan azonos legyen. Habar az allatok fejlédési

stadiumét és annak pontos szakaszat specifikus morfolégiai bélyegek*”

alapjan is meghataroztuk,
kisérleteinkben a bioldgiai anyagot foleg a pete lerakasatol eltelt id6 (6rdban) és a f6 stadiumokra
jellemzé bélyegek alapjan kategorizaltuk; ezzel biztositva a kisérletek reprodukalhatosagat. igy
hoztunk létre két vegyes korl, vad tipusi embrié csoportot (E0-12 és E12-24 6ras), melyek
lefedték a teljes, 1 napig tartd embrionalis korszakot, két korai larva (L1-36 és L1-48 0rés), két
masodik stadiumos larva (L2-60 és L2-72 6rés), két korai és két kései harmadik stadiumos larva
(L3-84 és L3-96, valamint L3-108 és L-120 6ras), harom bab (fehér- és barna bab, valamint farat
adult — legutolsd babstadium) és két korai adult (néstény és him) csoportot. A mintakat
proteaszoma alappufferben feltartuk, SDS-mintapufferben azonnal felforraltuk, majd denaturald
poliakrilamid gélelektroforézissel és ezistfestéssel megbecsiltik Osszfehérje tartalmukat. A
norméalast annak érdekében végeztilk, hogy a 15 kiilonb6z6 fejlédési stadiumbol szarmazd
prepardtumok proteaszOma alegységtartalma 6sszehasonlithaté legyen. A normalds soran
megallapitott hozzavetdleges mennyiségii 6sszfehérjét tartalmaz6 mintakat 9 %-os denaturéld
poliakrilamid gélen megfuttattuk és eziistfestéssel ellenériztik (13A. 4&bra). Néhany
fejlodésstadium-specifikus proteint6l eltekintve, a gélre felvitt anyagok fehérjetartalmat
azonosnak vettik. A normalast nem csak eziistfestéssel, hanem belsé kontrollokra (pl. glikogén
foszforildz) fajlagos immunoblottal is elvégeztiik (nem bemutatott eredmény).

A gélelektroforézist azonos mintamennyiségekkel megismételtik, majd a fehérjéket
PVDF- membranra blottoltuk. A 26S proteaszéma jelenlétét és alegységdsszetételét az egyes
fejlodési stddiumokban olyan ellenanyagok keverékével vizsgaltuk, melyek specifikusan
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felismerik a 19S regulator komplex bazisanak egy- (p48A — ATPAaz) és fedelének két alegységét
(p42A és p39A), a p54-et, valamint a 20S partikulumot — ez az altalanosan alkalmazott
kombinaci6 a strukturalisan és funkcionalisan aktiv 26S proteaszOma kimutatasara alkalmas. A
p54 immunodetektaldsira harom, a p54 C-terminalisan talalhato, kiillonboz6 epitopot felismerd
monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk (2. tablazat, 11. abra).

A 13B. &bra szerint a p54 mennyisége az egyedfejlédés larvalis szakaszaban, az
embridbol torténd kibujast kovetden specifikusan, hirtelen és drasztikusan lecsokkent. A p54
koncentracidja alacsony maradt harom napon at, egészen a kései, vandorlo larvastadiumig, majd
lassan emelkedni kezdett és végil a bab stddiumra visszaallt az eredeti, az embridkorban
megfigyelt szintjére, amit az adult korban is megtartott. A kiilonb6zé alegységek relativ
mennyiségének 6sszehasonlitdsabol kovetkeztethetlink az egyes fejlodési  stadiumokban
bekovetkez6 valtozasokra. A 13B. abra tanisaga szerint csak a p54 koncentracidja valtozott, mig

a 19S regulator komplex és a 20S proteaszoma vizsgalt alegységeinek relativ mennyisége allandé

maradt az egyedfejlodés kiilonbdzo szakaszaiban.
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13. 4bra. A p54 alegység szelektiven eliminalodik az egyedfejlddés larvalis stadiumaiban.

(A) Kiilonbozo fejlédési stadiumokbdl preparalt, nyers fehérjeextraktumok eziistfestett képe (9 % SDS-PAGE). (B)
A 13A. kisérletben alkalmazott mintdk immunoblot analizise, melyben a p54, p48A (bazis), p42A és p39A (fedél)
alegységekre fajlagos monoklondlis-, valamint a 20S partikulumra specifikus poliklonalis ellenanyagok keverékét
hasznéltuk. A p54 alegység koncentracidja specifikusan lecsokken a korai larvastadiumokban (36, 48, 60, 72, 84 és

96 0ras).
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Mivel a fenti kisérletben nyers fehérjeextraktumokat hasznéltunk, az eredmény alkalmas
volt azon feltételezés Kizarasara is, miszerint a 12C. abran bemutatott embrio-larva vegyes
extraktumbdl homogenitésig tisztitott 19S regulator komplex p54 koncentraciojanak csokkenése
a szabad p54 (melyet a gélsziirés soran elkllonitettiink a proteaszomatol) feldisulédsénak
kdvetkezmenye lenne. Hogy tovabbi bizonyitékot szerezzlink, vad tipust embriokbol (14A.
abra), 36, 48, 60, 72, 84, 96 és 108 oOras vegyes- (14B. abra), valamint 60 6ras homogén (14C.
abra) larvakbdl készitett fehérjeextraktumot nativ allapotdban Superose 6 oszlopra toltottik
(ktlon-kilon), és gélsziirési kromatografiaval elkiilonitettiik a 26S proteaszomat a monomer,
szabad fehérjékt6l. A kapott frakciokat megfuttattuk 9 %-os denaturéld poliakrilamid gélen, majd
a p54, p48A (bazis), p42A és p39A (fedél), valamint a 20S proteaszoma a7 (CPa.7) alegységekre
specifikus monoklonalis antitestek keverékével immunoblotot végeztiink.

A 14A. é&bréan jol lathato, hogy az embridban a p54 a proteaszomahoz kétott formajaban
dominal, és csak nyomokban mutathaté ki az extraproteaszomalis frakciokban (14A. abra:T).
Ezzel szemben a kevert larvak extraktumaban a p54 a proteaszoma frakciokban csak nyomokban,
mig a monomer fehérjék kozott egyaltalan nem mutathato ki (14B. abra). Ebbdl a megfigyelésbol
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a larvalis stadiumban aktivalodik egy mechanizmus, ami a
proteaszomahoz kotott és a szabad p54-et egyarant eliminalja. Az eliminacid er6ssége a larvalis
stddiumokban eltérd, hiszen ha csak a 60 0ras homogén larvak preparatuméaval végeztik el a
gélsziirést, nem lehetett kimutatni p54-et egyik frakcioban sem (14C. &bra). Ha alaposan
megvizsgaljuk a 14. &brat, jol lathatd, hogy a larvalis 26S proteaszoma (19S+20S) kés6bbi
frakcidkban eludlédik (14B. és 14C. abra), mint az embrié 26S proteaszOma (14A. &bra). Mig az
embriobol tisztitott komplexum mar a 14. frakciotél kimutathatd, és a cslcsa a 20-22.
frakciokban van, addig a larvakbol (kalondsen a 60 drashol) tisztitott proteaszéma (14B. és 14C.
abra) csak a 16.-tdl jelenik meg, és a csucsa a 22-24. frakcidkban van. Ez a jelenség Ujabb
bizonyitékot szolgéltatott arra, hogy a larvakban a 26S proteaszdma exponaltan elhelyezked6
alegysége, a p54 hianyzik, aminek kovetkeztében a proteaszOma mérete és alakja, és ebbdl

kovetkezéen természetesen a migracios (és talan a mikodési) tulajdonsaga is megvaltozott.
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14. &bra. A 26S proteaszéma és a monomer fehérjék elkiilonitése Superose 6 gélsziirési kromatografiaval.

(A) Embrio-, (B) 36, 48, 60, 72, 84, 96 és 108 oras vegyes- és (C) 60 éras homogén larva nyers fehérjeextraktum
Superose 6 frakcidinak immunaoblot analizise 9 % SDS-PAGE-t kovetéen, p54, p48A (bazis), p42A és p39A (fedél),
valamint CPa7 alegységekre specifikus monoklondlis ellenanyagok keverékével. A larvalis 26S proteaszdma p54
tartalma (és a szabad p54 koncentracid is) drasztikusan lecsékken, ami a proteaszéma kromatografias viselkedéseét is

befolyasolja. T - szabad p54; * - a p39A degradécios terméke.

staddiumokban a tébbi poliubiquitin receptor taltermel6édését feltételezi. Kordbbi kisérleteinkben
szerkezeti és szekvencia homoldgia alapjan a FlyBase és az NCBI adatbazisokat hasznalva
megkerestik, majd klonoztuk az éleszté poliubiquitin receptorok Drosophila ortoldgjait: a harom
UBA/UBL fehérjét (Rad23, Dsk2 és Ddil) és a Pru-domént tartalmazd proteaszoma alegységet
(Rpn13/p42E). GST-hez fuzionalt rekombinans (teljes hosszusagu és csonkolt) fehérjéket
hasznalva in vitro kromatogréfids (pull-down) Kkisérletekben feltérképeztiik a receptorok
tényleges funkcionalis egységeit, a proteaszdmaval és a poliubiquitilalt fehérjékkel kdlcsonhatd

szakaszait. Habar a ,,pull-down” kisérletek érdekes megfigyelésekhez vezettek, hosszadalmas és
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mindenre kiterjed6 részletezésiik helyett egy 0Osszefoglald sematikus abran mutatom be a
fontosabb eredményeket (15. abra). Hamar kiderult, hogy Drosophilaban a p42E proteaszéma
alegység nem, a Ddil pedig csak nagyon Kis affinitassal koti a poliubiquitilalt fehérjéket.
Megallapitottuk, hogy mig a Ddil nem dokkolt a 26S proteaszomahoz, addig a Rad23 és Dsk?2
mind a proteaszomat (UBL-doménjiikkel), mind pedig a poliubiquitilalt szubsztratokat (UBA-
doménjikkel) nagy affinitassal kototték. A p54-, Rad23- és Dsk2-csendesité RNS-interferencia
transzgénikus muslicakban a poliubiquitilalt fehérjék nagyfoku felhalmozodasa (nem bemutatott
eredmény), valamint a fenti in vitro kisérletek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy
muslicaban a p54-en kiviil a két 6 poliubiquitin receptor a Rad23 és Dsk2, ezért a tovabbi

Kisérleteinkben mar csak ezeket vizsgaltuk.

GST-fuzionalt o N
rekombinans fehérie 135 275 415  B50as In vitro interakci6 .
: ! : ' ' 26S proteaszéma pUb-fehériék

D Dsle2 [UBL UBA[] e+t +++
Dm Dsk2-UBL [UBL | +++++ _
Dm Dsk2-UBA [ UBAT] - +++
Dm Rad23 [UBL | UBAT UBAZ| ++ +++
Dm Rad23-UBL UBL e+ -
Dm Rad23-UBA1-2 [ [UBAT  TUBAZ - +++
Dm Rad23-UBA1 UBAT - +
Dm Rad23-UBA2 [ [UBAZ . +
Dm Ddi1 [UBL] 'UBA] + +
Dm Delit-UBL + -
Dm Ddi1 -UBA - +
Dm Rpn13/p42E | Pru | ++++ -
Bm p54. [ WA [uws ] ++ St
Dm p54-NTF VWA +++++ -
Dm p54-CTF - +++

15. &bra. A Drosophila poliubiquitin receptor-domének funkcionélis térképezése in vitro pull-down
kisérletekkel. A GST-hez fuziondlt (csonkolt) fehérjék proteaszémahoz és poliubiquitilalt fehérjékhez val6
affinitasat +/- jeloli. Az affinitas er6ssége +/++/+++/++++/+++++ irAnyba né. UBL — ubiquitin-szeri domén; UBA —
ubiquitinnel asszocidlé domén; Pru — pleckstrin-szerti ubiquitin receptor domén; VWA — von Willebrand-A faktor
domén; UIM — ubiquitin interakciés motivum. A Drosophila {6 poliubiquitin receptorai a p54, Rad23 és Dsk2.
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A fenti elképzelésnek megfeleléen megvizsgaltuk, hogy a p54 eliminalédésaval
parhuzamosan megnd-e¢ a Rad23 és Dsk2 f6 extraproteaszomalis poliubiquitin receptorok
mennyisége a larvalis stddiumokban? Ehhez a mér ismertetett 15 fejl6dési stadiumbol készitett (a
13A. abranak megfelelé mennyiségti) fehérjemintat megfuttattuk poliakrilamid gélen, blottoltuk,
majd a Rad23-ra és Dsk2-re specifikus, nyulakban termeltetett poliklondlis ellenanyagok
keverékével immunreakciot végeztiink. Meglepetésinkre a p54-hez hasonléan (16C. abra) a
Rad23 és Dsk2 mennyisége is hirtelen lecsokkent a korai larvakban kdzvetlenil az embridkor
végen, és alacsony maradt egészen a korai harmadik stadiumos larvakorig (16A. dbra). Az eredeti
koncentraciojukat a 84-96 6ras L3-ban (kordbban, mint a p54 (108-120 6ras L3)) nyerték vissza.
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16. abra. A Rad23 és Dsk2 UBA/UBL poliubiquitin receptorok mennyisége latvanyosan lecsokken az egyed-

fejlodés larvalis szakaszaban.
(A) A 15 fejlédési stadiumbol preparalt, azonos fehérjetartalmu dsszfehérje-extraktum immunoblot analizise Rad23

és Dsk2 fehérjékre specifikus poliklonalis ellenanyagok keverékével. (B) A Rad23 és Dsk2 ellenanyagok
specificitasanak bizonyitasa: embrid-extraktumban a kétféle ellenanyag specifikusan egy-egy csikot ismer fel. (C) a

13B. abra p54 fejlédési profiljat tartalmazé metszete.

Ezek utdn azt feltételeztiik, hogy a poliubiquitilalt fehérjék, parhuzamosan a f6
poliubiquitin receptorok (p54, Rad23 és Dsk2) mennyiségének drasztikus csokkenésével
felhalmozddtak az érintett larvak sejtjeiben. Hogy ezt megvizsgaljuk, a 15 kiilonb6zé fejlodési
stadiumbdl készitett mintat Gjra megfuttattuk denaturélé poliakrilamid gélen, majd immunoblotot
végeztink anti-ubiquitin ellenanyaggal, amely a poliubiquitin-lancot nagy affinitassal ismeri fel.
Szemben azzal a ténnyel, hogy a larvakban csak nyomokban vannak poliubiquitin receptorok, a
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poliubiquitilalt fehérjeszubsztratok mégsem halmozodtak fel (17. &bra). A disszertacidban nem
részletezett Kkisérleteink alapjan ezt a latszélagos paradoxont ma Ugy magyarazzuk, hogy a
larvalis stddiumokban aktivalodik egy sor rendkiviil ellendlld, kompakt szerkezeti,
larvaspecifikus protedz, melyek az irreverzibilisen denaturdlt fehérjék (és a poliubiquitin

receptorok) eltavolitasaért felelnek.

Larvak ) Sl 17. bra. A poliubiquitilalt
3 fehérjék nem halmozdodnak fel a
larvalis stddiumokban.

A 15 kilénbozs  fejlédési

stadiumbdl prepardlt 6sszfehérje-

Q
- extraktum immunoblot analizise
" ubiquitin elleni poliklonalis
ellenanyaggal. A poliubiquitilalt
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a larvastadiumokban annak

ellenére sem, hogy receptoraik
eliminalédtak (16. abra).
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A poliubiquitin receptorok degradalodnak az egyedfejlédés korai larvalis

szakaszaban

A p54, Rad23 és Dsk2 poliubiquitin receptorok mennyisege a larvalis stadiumokban
latvanyosan lecsokken. Felmerilt hat a kérdés, hogy a szabalyozas kizardlag fehérjeszinten, azaz
proteolizissel torténik, vagy valamilyen transzlacios géatlasrol, esetleg a harom gén (Prosb54 —
p54; Rad23; Ubiquilin — Dsk2) expressziojanak csokkenésér6l van sz6? Ennek eldontésére
szemikvantitativ reverz transzkripcioval kapcsolt PCR-t (RT-PCR) végeztiink. Els6 1épésben a 15
kiilonbozo fejlodési allapotban gyiijtott bioldgiai mintakbol 6ssz RNS-t preparaltunk, amelyb6l
cDNS konyvtarakat készitettiink. A normalast kovetéen (a bemérési kontroll az L17 riboszoma
protein cDNS-e) a 15 cDNS konyvtarat templatként hasznalva, p54-et és p48B-t (26S
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proteaszOma ATPaz alegység - belsé kontroll) kédold exonokra specifikus oligonukleotid
primerek segitségével PCR-t végeztiink, majd a szintetizalédott cDNS-ek mennyiségét 2 %-0s
agar6z gélelektorforézissel ellendriztik. A 18. abra tanusdga szerint a p54-et kodold
transzkriptum szintjében nem mutathat6 ki drasztikus csokkenés egyik fejlodési allapotban sem.
Ezutdn megvizsgéltuk a p54-et és a p48B-t kddold transzkriptumok egymashoz viszonyitott
relativ aranyat (p54/p48B), ami az embridkorban tapasztaltakhoz képest nem valtozott
(jelentOsen) a korai és a kései larvastadiumokban sem. A bab- és adult korban a p54-et kodolo
MRNS koncentrécioja kissé megnott eltolva ezzel a p54/p48 ardnyéat. Habér erre a jelenségre nem
tudunk magyarazattal szolgalni (val6jaban nem vizsgaltuk meg részletesebben), a kisérletb6l
egyértelmiien kideriilt, hogy a Pros54 expresszidja nem csokken az egyedfejlédés larvalis
szakaszaiban, azaz a p54 poliubiquitin receptor mennyisége Kizarolag fehérjeszinten

szabalyozddik a larvastadiumokban.
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18. &bra. Szemikvantitativ RT-PCR. A Drosophila melanogaster 15 kiilonboz6 fejlédési allapotaban
megvizsgaltuk a p54 és egy bels6 kontroll, a p48B fehérjét kodold transzkriptumok mennyiségének véltozasat. A
p54-et kddolé mRNS szinte nem valtozik a larvastadiumokban, ami arra utal, hogy a p54 koncentracigjanak
csokkenése proteolitikusan, nem pedig transzkripciondlisan szabalyozott. p54 amplikon — 419 bp; p48B amplikon —

610 bp; rpL17A amplikon 268 bp (bemérési kontroll).

A Rad23-ra és Dsk2-re specifikus primerekkel végzett RT-PCR a p54-hez hasonlo
eredményt hozott (nem bemutatott eredmény). Osszevetve eredményeinket a FlyBase
adatbazisban nemrégiben megjelent, minden annotalt génre kiterjedd microarray-alapu fejlodési
profil adataival'’> nagy biztonsaggal kijelenthetjiik, hogy a Drosophila egyedfejlédése soran a
p54, Rad23 és Dsk2 poliubiquitin receptorok mennyisége nem tanszkripcionalisan szabalyozott.

Vizsgalataink szerint a fehérjeszintii szabalyozas nem a transzlacio gatlasanak, hanem egy

specifikus proteolitikus aktivitas larvalis stadiumban torténd megjelenésének kovetkezménye. A
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specifikus proteolitikus szabalyozas feltétele, hogy egy kiemelt fejlodési pillanatban és/vagy egy
adott sejtben csak néhany fehérje lebontasa térténjen meg, mikdzben a tobbi fehérje intakt
maradjon. A poliubiquitin receptorok larvakorban bekovetkezé fajlagos degradalodasanak
igazolasara a kovetkez6 in vitro Kisérletet végeztik el. Baktériumban termeltetett rekombinans
Flag-p54 fehérjét adtunk harom kiilonboz6é kort szinkronizalt larvacsoportbdl (L2-60, L2-72 és
L3-84 6rés) prepardlt nativ fehérjeextraktumhoz, inkubaltuk 5, 10, 15 és 20 percig (25°C-on),
majd a reakciot SDS-mintapuffer hozzaadasaval és 5 perces forralassal leallitottuk. A mintakat 10
%-0s denaturdld poliakrilamid gélen megfuttattuk, majd anti-Flag és anti-glikogén-foszforilaz
(bels6 kontroll — haztartasi géntermék) ellenanyag-keverékkel immunoblotot végeztiink. A larva-
extraktumokhoz adott rekombinans monomer Flag-p54 fehérje 10-15 perc leforgasa alatt
kvantitative lebomlott, &m a belsé kontrollként hasznalt glikogén-foszforildz (ami a larvabol
szarmazott) teljesen intakt maradt (19A. abra). Larvalis fehérjék nélkil azonban a Flag-p54 sem
degradalddott (19A. abra: Rek. kontroll). A 19B. abran (Coomassie-kék festés) jol lathatd, hogy
az inkubacié sordn a bakterilis és larvalis fehérjék zéme (nem csak a glikogén-foszforilaz)
sértetlen maradt, azt bizonyitva, hogy a larvastadiumokban aktivalodik egy p54-re specifikus

proteolitikus rendszer.

B Rekombinans
A. +1L3-84 6rs extr.
K(l){ri];(')ll Rekombinans . E;ké)zm}npanst Rekombinéns -
et 0 AR T T2 OMAS OXIL 4 1.3-84 drs extr.
Flag-ps54 — @ e -~ —
Glikogén- SERE
foszforilaz  —= T — 'ttt
1d6 (perc) —= 20 o 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 -
-
e T -

Id6 (perc) — 5 10 15 20

19. abra. A larva fehérjeextraktumhoz adott Flag-p54 szelektiven lebomlik.

(A) A kiilonboz6 koru (60, 72 és 84 6rés) larvak fehérjeextraktumaval inkubélt Flag-p54 (baktériumban termeltetett)
szelektiven lebomlott, mig a belsé kontrollként hasznalt (larvalis) glikogén-foszforildz nem. Lérvélis fehérjék
hidnyaban a Flag-p54 is sértetlen maradt (Rek. kontroll). (B) A p54-specifikus protedz szelektivitasat az is
bizonyitja, hogy az inkubacids id6kben a bakterialis és larvalis fehérjék zome intakt maradt (10 % SDS-PAGE
Coomassie-kék festés).
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A fenti in vitro megfigyelésb6l kiindulva arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a 26S
proteaszomahoz kapcsolddott endogén p54-et képes-e lebontani az ismeretlen larvalis proteaz?
Ennek eldontésére olyan 26S proteaszomaban gazdag forrast (embrio-extraktumot) valasztottunk,
amiben a p54 dontd tobbsége a komplexumhoz kétott formaban van jelen (14A. &bra). Azonos
mennyiségii embrid nyers fehérjeextraktumot (EE) inkubaltunk 60, 72, 84, 96, 108 és 120 oras
larvakbol készitett dsszfehérje-preparatummal 10, 30 és 60 percig (25°C). A reakciot leallitottuk,
majd a mintadkat frakciondltuk (SDS-PAGE), és a 26S proteaszoma alegységosszetételét
specifikus antitestek keverékével immunoblot technikaval vizsgaltuk (p54, p48A, p42A, p39A és
CPa7). A 20A. é&brén jol lathatd, hogy mig a kontrollban (csak embrio-extraktum) a 26S
proteaszoma p54 alegyseége ép maradt az inkubacio soran, addig a 60, 72, 84 és 96 6ras larva-
extraktum hatasara szelektiven és gyorsan lebomlott. Mindek6zben a tébbi vizsgalt proteaszoma
(19S és 20S) alegyseg és az embriohol és larvabol szarmazo két haztartasi fehérje, a B-importin
és a glikogén-foszforilaz teljesen intakt maradt (20B. &bra). Ezustfestett denaturdldo gelen
kimutattuk, hogy ehhez hasonléan az embriondlis és larvalis fehérjek zome is tokéletesen
sértetlen maradt, még 60 perces inkubdalast kovet6en is (20B. &bra). Amikor a fenti kisérletet
megismételtiik Rad23- és Dsk2-fehérjékre specifikus ellenanyagok keverékével, Kiderilt, hogy az
embrionalis Rad23 és Dsk2 fehérjék is hasonld szelektivitassal bomlanak le, mint a p54 (20C.
abra). Ez az eredmény egyértelmiien azt sugallta, hogy a harom poliubiquitin receptort egy és
ugyanazon proteolitikus rendszer tavolitja el, amely az egyedfejlodés larvalis korszakaban
aktivalodik.
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20. dbra. A Drosophila poliubiquitin receptorok specifikusan degradalédnak a larvakorban.

Embri6 dsszfehérje-extraktumot (EE) inkubaltunk 60, 72, 84, 96, 108 és 120 oras larvak dsszfehérje-preparatumaval,
majd immunreakciot végeztiink (A) 26S proteaszoma (p54, p48A, p42A, p39A és CPa7) és (C) Rad23/Dsk2 elleni
antitestek keverékével. A korai larvakbol szarmazd preparatum szelektiven bontotta a p54, Rad23 és Dsk2
fehérjéket, de nem bantotta a proteaszoma tobbi alegységét, a bels6 kontrollként hasznalt (B) glikogén-foszforilazt és
B-importint, valamint az embriondlis és larvalis fehérjék zomét. (D) A 60 0Oras larvak protedz aktivitasat proteaszéma
inhibitorral (MG132) nem, de szerin-protedz inhibitorral (PMSF) gatolni tudtuk. EE-60: csak embrié-extraktum 60
percig inkubalva. K — kontroll (csak embrid-extraktum 60 percig inkubalva)

Az éleszté Rpnl0 (a p54 ortologja) alegységérdl kideriilt, hogy a Hul5 ubiquitin-ligaz
jelenlétében poliubiquitilalodik, minek kdvetkeztében a féléletideje 45 percre csokken™. A rovid
féléletidobol arra kovetkeztettek, hogy poliubiquitilalt Rpn10-et a 26S proteaszéma felismeri és
lebontja. Ezek utdn mi is feltettik a kérdést, hogy vajon a Drosophila p54, Rad23 és Dsk?2
fehérjék larvastadium-specifikus degradalédasa proteaszOma-fiiggé folyamat-e? Ennek
eldontésére proteolitikusan aktiv 60 Oras L2 fehérjeextraktumot harom egyenld részre osztottunk,
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majd protedaz gatlokkal eldéinkubaltunk (25°C, 20 perc): 2 uM MG132-vel, valamint 1 és 2 mM
PMSF-el kiilon-kulon. Mig a PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid) egy szelektiv szerin-proteaz
inhibitor, addig az MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-CHO) a 20S proteaszoma kaszpazszerii aktivitasat
reverzibilisen gatolni képes peptid-aldehid. Az elékezelt larva-extraktumhoz embrié 6sszfehérje-
preparatumot adtunk (gazdag proteaszéma, Rad23 és Dsk2 forras), majd 0, 10, 30 és 60 percig
(25°C) tovabb inkubaltuk. A reakciét forralassal leallitottuk, a mintakat megfuttattuk denaturald
gélen, és immunoblotot végeztink 26S proteaszOma alegységekre specifikus antitestek
keverékével. A proteaszomahoz kapcsol6dd endogén p54 alegység szelektiv degradacidjat a 2
mM végkoncentraciéban alkalmazott PMSF nagymértékben, mig az MG132 proteaszéma
inhibitor egyaltalan nem gétolta (20D. &bra). A Rad23 és Dsk2 fehérjek esetében ugyanezt
tapasztaltuk (nem bemutatott eredmény). Tehat Drosophildban a p54, Rad23 és Dsk?2
poliubiquitin receptorok larvastadiumban bekovetkez6 degradaciojat nem a 26S proteaszoma,
hanem valamilyen szerin-proteézok katalizaljék.

Megkiséreltik a degradaciot végz6 proteazok azonositasat. Nagy mennyiségli vegyes
kor( larvak extraktumabol bonyolult preparalasi procedura végeredményeként sikerdlt
homogenitésig tisztitanunk és tomegspektrometriai mddszerrel azonositanunk azt a szerin-
protedzt, amelyik csak a larvakorban aktiv, és szelektiven képes bontani a hdrom poliubiquitin
receptort. Jelenleg ennek a fehérjének az in vitro és in vivo jellemzése (csendesités RNS-
interferenciaval, tultermeltetés, génexpresszios vizsgalatok, interakcios Kisérletek, stb.) folyik.

A p54-nek csak a C-terminalis fele degradalédik a larvalis stadiumokban

Amikor a proteaszomadhoz kotodott p54 alegység degradacidjanak mechanizmusara
szerettlink volna rajonni, egy érdekes és ujfajta szelektivitasra lettiink figyelmesek. Az eddigi
immunoblot kisérletekben (pl. 13B. és 20A. abra) a p54 fehérjét harom monoklonalis ellenanyag
(170, 28 és 439) keverékével detektaltuk. Mivel mindegyik antitest kiillonboz6 epitopot ismer fel
(11. és 22. &bra: p54 ***) a p54 C-terminalis feléeben (CTF), nem volt adatunk arra vonatkozoan,
hogy mi torténik a p54 vVWA doment hordozo N-terminalis felével (NTF) a degradacié folyaman?
Ezért egy in vitro degradacios kisérletben embri6-extraktumot inkubaltunk proteolitikusan aktiv
60 6ras L2-extraktummal 0, 10, 20 és 45 percig (25°C), majd az immunreakciot a p54-NTF-re
specifikus poliklonalis (a-RSA #1) ellenanyaggal végeztik el. A 21A. &bran jol lathat6, hogy a
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p54 szelektiv degradacidjaval parhuzamosan megjelent egy diszkrét emésztési termék, amely
immunoreaktivitasat és molekulatomegét (~28 kDa) tekintve is a p54 VWA domént hordoz6 N-
terminalis felének felelt meg, ezért p54 N-terminalis degradaciés fragmensnek (p54-Ndf)
neveztik el. Hogy ennek a jelenségnek a fiziologiai jelentéségét is megértsik, djra megvizsgaltuk
a p54 fehérje egyedfejlodési profiljat (a 13A. &bran bemutatott kisérlet alapjan), de az
immunreakciot a p54-NTF-re specifikus poliklonalis ellenanyaggal végeztik el. Az in vitro
degradacios tesztben azonositott, diszkrét méretli emésztési termék (p54-Ndf) megjelent
mindazon larvalis stadiumok preparatumaiban, amelyekbdl a teljes hosszasagl, endogén p54
alegység hianyzott, de nem lehetett kimutatni az embrid, kései L3, bab és adult mintakban (21B.
abra). Tovabba, mig a 14A. abran bemutatott Superose 6 kisérlet embrionalis proteaszéma
csUcsfrakcidjaban az a-RSA#1 ellenanyaggal a p54-Ndf degradacios intermediert nem, de a
teljes hosszUsagu p54-et ki lehetett mutatni, addig a 60 oOras larvalis proteaszéma
csucsfrakcidkban kizarolag a p54-Ndf jelent meg (nem bemutatott eredmeny) a proteaszoma
részeként. Ezt korabban nem lathattuk a 14C. abran, mert abban a Kkisérletben a p54 C-

termindlisara specifikus ellenanyagokat hasznaltuk!
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21. dbra. A p54 N-terminalis fele védve marad a p54 fejlédésstadium-specifikus degradécidja soran.
(A) Embri¢-extraktumot (EE) inkubaltunk 60 orés larva-extraktummal, majd a p54-NTF-re specifikus (a-RSA #1)
ellenanyaggal végeztiik el az immunreakciét. A p54 degradacidjaval parhuzamosan megjelent egy diszkrét emésztési
intermedier, a p54-Ndf (Ndf — N-termindlis degradacios fragmens), amit ki lehetett mutatni az egyedfejlédés (B)
azon larvalis szakaszaiban is, ahol az endogén p54 specifikus eliminalasa lejatszodik.

A fenti megfigyelések azt bizonyitottak, hogy a larvastddiumokban aktivalodott
proteolitikus enzim a p54 fehérje ubiquitin-interakciés motivumait hordozé C-terminalis részét
specifikusan leemészti, mikdzben épen hagyja a VWA domént tartalmazé N-terminalis felet (p54-

Ndf). Ez utébbi a 26S proteaszomahoz kapcsolddva marad.
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Az online elérheté IUPred (http://iupred.enzim.hu/) predikciés programot hasznalva
kiderult, hogy a p54 C-terminalis fele (CTF) valoszintileg nem rendelkezik jol definialhato
harmadlagos struktdréval (azaz rendezetlen szerkezetil), mig a fehérje N-terminalisa a VWA
doménre jellemz6 3D szerkezetet mutatja. Az ilyen rendezetlen szerkezeti fehérjeelemekrol
kéztudott® ™, hogy rendkiviil proteéz-érzékenyek, de ha interakcios partnereikkel kapcsolédnak,
vagy posztszintetikusan modosulnak, az ideiglenesen felvett 3D szerkezet révén immunissa
valhatnak a proteolitikus hasitasra. A baktériumokban termeltetett p54-CTF rekombinans fehérje

't Kkisérletesen is

rendezetlen szerkezetiiségét specialis 2D gélelektroforézis technikava
bizonyitottuk (nem bemutatott eredmeény). Ezért elképzelhetonek tartjuk, hogy a muslicak
larvaiban az endogen p54 C-termindlis fele rendezetlen szerkezetiivé valik (pl. a megsziint
posztszintetikus modositas kovetkeztében), amit aktivalodott, specifikus protedzok leemésztenek,
igy gatolva a 26S proteaszoma miikodését. Erdekes, hogy a Rad23 és Dsk2 is egy-egy igen
Kiterjedt (297 illetve 430 aminosav hosszu) rendezetlen szerkezetli részt hordoznak. Ezek utan
nem lenne meglepd, ha kideriilne, hogy a p54, Rad23 és Dsk2 poliubiquitin receptorok
eliminéciojat végzé proteolitikus rendszer a harom fehérje rendezetlen szerkezetii részét ismeri
fel és bontja le. Egy Aaltalunk tisztitott és azonositott szerin-protedz pontosan ilyen tipusu

specificitassal rendelkezik (nem bemutatott eredmény).

A p54 fehérije kiillonboz6 darabjainak tliltermeltetése transzgénikus

muslicakban

Az in vitro vizsgalatok sordn kimutattuk a poliubiquitin receptorok fejlédésstadium-
specifikus szabalyozodasat, melynek soran a p54 a proteaszomahoz kotott (és szabad) allapotban
megcsonkul és elvesziti UIM-ait hordozd C-terminalis felét. Korabbi kisérleteinkbdl és irodalmi
adatokbol tudtuk, hogy a p54 egy struktirajaban és funkcidjaban is dinamikusan valtozd
molekula. Mivel Ggy gondoltuk, hogy a p54 koncentracidjanak szabalyozésa és a feltételezett
ingdzésa kozott kapcsolat lehet, amely a fehérje modifikécios, és ebb6l kovetkezéen a
konformacids allapotatol fugg, olyan in vitro és in vivo modellrendszereket kerestiink, amiben az
ingadzas és a madositas azonosithatd és értelmezhet6. A legnagyobb problémat a p54

extraproteaszomalis allapotban torténd stabilizalasa jelentette.

55



Még szakdolgozdként kimutattam (diplomamunka), hogy ha nagy molaris feleslegben
adagolt rekombinans CBD-p54 fehérjét adunk az exogén Zn?* bevitelére szétesett 26S
proteaszéméahoz (amirdl a p54 alegység is levalik®®), akkor a cink elvonasat kovetden, az Gjbol
Osszeszerel6dé 26S proteaszOmaba az endogén p54 helyére képes beépiilni a CBD-p54. Az
exponalt CBD doménnek koszonhetden a teljes holoenzimet egy Iépésben kitisztithatjuk Kitin-
affinitaskromatogréafiaval. A beépliilés sziikséges és elégséges feltétele a VWA domén jelenléte a
rekombinans fehérjében, azaz a CDB-p54-NTF még beépiil, de a CBD-p54-CTF mar nem tud
kapcsolodni az endogén p54 helyére. Ezért olyan filiggetlen transzgénikus allatok létrehozasat
terveztilk, melyek a teljes hosszUsagu p54-et, a p54 N-terminalis felét (NTF) és p54 C-termindlis
felét (CTF) képesek nagy mennyiségben taltermelni. Abbdl a hipotézisb6l indultunk ki, hogy ha
a nagy koncentracioban termeltetett transzgénikus p54 és/vagy az NTF in vivo Kiszoritja a
proteaszomar6l az endogén p54-et, akkor a felszabadult p54 extraproteaszOmalisan
stabilizalodhat, ami lehet6séget adhat funkcidjanak és modosulasainak tanulményozasara.
Minthogy a CBD-p54-CTF posztszintetikus mddositadsra alkalmas aminosavakat (konzervalt
lizinek) hordoz, és az N-terminalis VWA domén hianyaban nem képes beépiilni a proteaszomaba,
ugy gondoltuk, hogy a muslicakban taltermeltetett CTF extraproteaszomalisan stabilizalodhat
(modellezve a disszocialt endogén p54-et), lehetdséget adva az esetleges modositott formainak
tisztitasara és a médositas tipusanak azonositasara.

A p54 transzgénikus konstrukciok Iétrehozésakor a p54 cDNS-ének kiilonb6z6 darabjait
(1-1188 bp (p54) teljes hosszusagu; 1-613 bp (NTF) hordozza a VWA domént; 614-1188 bp
(CTF) hordozza a hdrom UIM-ot; 614-1143 bp (CTF-AK) CTF a terminalis lizinek nélkil (22,
abra)) pASK-IBA vektorba a Strep-cimkével egy leolvasasi keretbe illesztettik. Majd a Strep-
p54, Strep-NTF, Strep-CTF, Strep-CTF-AK és a csupasz CTF DNS szekvenciakat P-elem alapu
pP{UAST} ingézé vektorba klonoztuk, melyet a megfeleld transzformacios rendszer segitségével
Drosophila embridkba injektaltunk. A Iétrejott életképes és fertilis transzgénikus alaptorzsek
kdzdl (melléklet) azokat tartottunk meg és vizsgaltunk, amelyek semmilyen észlelhet6
abnormalitdssal nem rendelkeztek. A fliggetlen alaptdrzseket da-Gal4 altalanos meghajtoval
kereszteztlk, igy aktivdlva a transzgén kifejez6dését, és ezéltal a transzgénikus feherjek
tultermel6dését (22. abra). A disszertaciéo tovabbi fejezeteiben, amikor a da-Gal4d meghajt6
konstrukci6 és a meghajtandé transzgén mar egy allatban van a da-Gal4/alaptorzs”

nomenklaturat alkalmazom.
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22. dbra. A tultermeltetett p54 transzgénikus fehérjék sematikus képe.

A transzgénikus alaptorzs/taltermelt fehérje elnevezése: Strep-p54(7)/Strep-p54; Strep-NTF/Strep-NTF; C18/CTF;
8SC/Strep-CTF; AK/Strep-CTF-AK. A konstrukcidk f6bb jellemz6i: VWA — von Willebrand-A domén; UIM 1-2-3 —
ubiquitin interakcids motivumok; K; — hét konzervalt terminalis lizin; Strep — Strep-affinitas cimke. * - A p54 C-
termindlis felét (CTF) felismeré monoklondlis ellenanyagok (sorrendben: 28, 439 és 170) epitopjai. ///// - A p54 N-
termindlis felére (NTF) specifikus poliklondlis ellenanyag (a-RSA#1) epitdpjainak feltételezett helye.

Négy fliggetlen Strep-p54 torzsben indukéltuk a Strep-p54 termel6dését, de egyikben sem
tapasztaltunk a vad tipustél eltéré fenotipikus elvaltozasokat. A da-Gal4/Strep-p54(7) torzsbol
(imé&gobhol) oOsszfehérje-extraktumot készitettiink, és Superose 6 gélsziirési kromatografia
segitségével elkiilonitettiik a 26S proteaszomat a monomer fehérjéktél. A Strep-p54 (430 as.) és
az endogén p54 (396 as.) kozti 34 aminosavnyi kiilonbség lehetdséget adott a két fehérje
denaturalo gélen torténé elkiilonitésére. A 23B. abra tantsaga szerint (6sszehasonlitva a 23A.
abraval - kontroll) a transzgénikus Strep-p54 fehérje taltermelodott a da-Gald/Strep-p54(7)
allatokban, de az 0sszes Strep-p54 az endogén p54-, p42C- (ATPaz ae.) és p39A (fedél ae.)
alegységekkel, azaz a 26S proteaszomaval egyutt elualédott. Sem az endogén p54, sem pedig
transzgénikus Strep-p54 nem jelent meg szabad forméban a monomer frakciokban. Hasonld
eredményt kaptunk a Strep-NTF-et tlltermel6 torzseknél (4 kiilonboz6 da-Gald/Strep-NTF) is,
melyek szintén életképesek, fertilisek és kiilsére normalisak voltak. Osszfehérje-extraktumuk
(imé&gobbol) Superose 6 frakcionalasa kimutatta, hogy habar a tultermel6dott transzgénikus Strep-
NTF maradéktalanul beépllt a 26S proteaszOmaba, nem okozta az endogén p54

extraproteaszomalis felhalmozo6dasat (23C. abra).
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23. dbra. A VWA domént tartalmazo transzgénikus fehérjék beépillnek a 19S regulator komplexumba.

(A). Meghajtatlan Strep-p54(7) és meghajtott (B) da-Gal4/Strep-p54(7) torzs adultjainak fehérjeextraktuméaval
végzett Superose 6 frakcionalas immunoblot képe p54-, p42C- és p39A regulator komplex alegységekre specifikus
ellenanyagok felhasznéaldsaval. A Strep-p54 kvantitative beépiilt a 26S proteaszémaba. (C) Meghajtott da-
Gal4/Strep-NTF térzs adultjainak fehérjeextraktumaval végzett Superose 6 frakcionalas immunoblot képe a p54-
NTF-re specifikus a-RSA#1 ellenanyag felhasznalasaval. * - aspecifikus csik. + - a p39A degradacios terméke.
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Tehat a da-Gal4/Strep-p54(7) és da-Gald/Strep-NTF torzsek életképesek és fertilisek
voltak, és a benniik termel6dott VWA-domént hordoz6 Strep-p54 és Strep-NTF transzgénikus
fehérjék kvantitative beépultek (in vivo) a 26S proteaszOmaba, amit nem kdvetett az endogén p54
extraproteaszomalis felhalmozodasa. Ezzel szemben a p54 C-terminalis felét (a tovabbiakban
csak CTF, 22. abra) nagy mennyiségben kifejez6 (24A. &bra) da-Gal4/C18 Aallatok az
egyedfejlodés harmadik larvastddiumanak legvégén elpusztultak. A még ¢é16 120 Oras da-
Gal4/C18 larvakbol készitett fehérjeextraktumot Superose 6 oszlopon megfuttattuk, majd a
frakciok tartalmat immunoblottal ellendriztiik. A 24B. abran jél lathatd, hogy a vartnak
megfeleléen a CTF a VWA domeén hianyaban nem éplilt be a 26S proteaszOmaba, és Kizarolag a
monomer fehérjék frakcidiban jelent meg.

12 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
- p54 —
- - p54 A g
p42A — -
- p39A— - - -
@ -crF CIF— PR,
CPa7_ ——

26S proteaszéma frakciok Monomer fehérje frakciok

24. dbra. A transzgénikus CTF nem épil be a proteaszémaba.

(A) A meghajtatlan C18 alaptérzsben nem (1), mig a meghajtott da-Gal4/C18 (2) torzs harmadik stddiumos é16
larvainak extraktumaban nagy mennyiségi CTF transzgénikus fehérjét lehetett kimutatni immunoblottal, a p54 C-
termindlisara specifikus (170, 28 és 439) ellenanyagok felhasznélasaval. (B). A CTF-tultermel6 da-Gal4/C18 torzs
még €16, 120 oOrés larvéainak extraktumaval végzett Superose 6 frakciondlas immunoblot képe a p54-, p48B-, p42A,
p39A- és CPa7-re specifikus ellenanyagok keverékének felhasznéldsaval. A CTF nem éplilt be a proteaszoméba,
hanem a monomer fehérjék frakcidiban extraproteaszomalisan dusult fel.

A CTEF terminalis lizinjei ubiquitilalédnak

Koréabbi munkank soran® kimutattuk, hogy Zn** hatésara a p54 levalik a proteasz6marol,
és kolcsdnhatasba 1ép szamos fehérjemodifikacioban részt vevd enzimmel. Eleszté-kettés hibrid
analizissel igazoltuk, hogy a SUMOQilacioban szerepet jatsz6 Smt3 SUMO aktivalé-, valamint az
Ubc9 SUMO konjugélé enzimek in vivo is kolcsdnhatasba Iépnek a p54 fehérjével. Ez a

megfigyelés nagyban tamogatta azt az elképzelésiinket, miszerint a p54 valamilyen



posztszintetikus modositason megy keresztill az extraproteaszoOmalis allapota el6tt vagy
folyaman. Mivel a CTF transzgénikus fehérje nem épiil be a 26S proteaszOmaba, Ugy gondoltuk,
hogy alkalmas eszk6z lehet a p54 szabad allapotanak modellezésére és a feltételezett
modifikacid(k) azonositasara. Ezért létrehoztunk egy Uj transzgénikus torzset (8SC), amely da-
Gal4-gyel meghajtva (da-Gal4/8SC) a Strep-CTF transzgénikus fehérje taltermelésére képes. A
Strep-CTF a csupasz CTF-hez hasonl6an extraproteaszomalisan halmozddik fel (nem bemutatott
eredmény), és az allat korai halalat okozza. A da-Gal4/8SC harmadik stadiumos €16 larvaibol
készitett fehérjeextraktumbol a Strep-CTF fehérjét Strep-affinitdskromatografiaval kitisztitottuk,
majd 10 %-o0s denaturalé gélen megfuttattuk, és p54-re specifikus monoklonalis ellenanyagokkal
immunreakcidt végeztiink. A 25A. abran jol lathatd, hogy az eluatumban (3. sav) a Strep-CTF
fehérjén kivil, nagyobb molsilyu p54-immunoreaktiv fehérjesdvok is feldusultak, jelezve, hogy
a transzgénikus fehérje valamilyen kovalens médositason ment keresztiil. A két legintenzivebb
sav, amely a Strep-CTF-nél csak 8 és 16 kDa-nal nagyobb, mar a Kiindulasi &sszfehérje-
extraktumban is lathatd volt (25A. abra, 1. sav). Kontrollként a Strep-CTF fehérjét nem termel6
8SC alaptorzs larvainak extraktumaval is megismételtik a fenti Kisérletet, de az eludtumban
(25B. dbra, 3. s&v) nem lehetett kimutatni a p54-immunoreaktiv létrazatot.
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25. dbra. A Strep-CTF termindlis lizinjein ubiquitilalodik.

(A) A da-Gal4/8SC allatokbol tisztitott Strep-CTF-et és kovalensen modositott formait immunoblottal, p54-re
specifikus monoklonalis ellenanyagokat hasznalva mutattuk ki az elualt frakcidban (A-3). A nagyobb molsulyd p54-
immunoreaktiv savok ubiquitin-elleni antitesttel is reagaltak (A-4: <€) annak jeléll, hogy a modifikaci6 tipusa
ubiquitilacié. Mivel a Strep-CTF harom UIM motivumot hordoz, az eludtumban megjelentek a kotédott
poliubiquitilalt szubsztratok is (A-4: poliUb). (B) A 8SC (kontroll) alaptorzsb6l tisztitott fehérjék (B-3) kozott nem
lehetett kimutatni a p54-immunoreaktiv létrdzatot. (C) A terminalis lizinek hidnyaban a Strep-p54-AK-n kiviil (C-3)
nem lehetett kimutatni magasabb molsalyd p54-immunoreaktiv mddositott formédkat. * - aspecifikusan k6t6d6
endogén p54. 1- kiinduldsi-, 2 — az oszlopon atfolyt fehérjeextraktum, 3 — eluatum.
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A modifikacio helyének meghatarozéasa celjabol létrehoztunk egy olyan transzgénikus
alaptorzset (AK) is, amely a terminalis lizinek nélkili Strep-CTF fehérjét képes tultermelni
(Strep-CTF-AK). A da-Gal4/AK larvak fehérjeextraktumabdl sikerilt Kitisztitani a Strep-CTF-AK
fehérjét, de az eludtumban (25C. abra, 3. sav) nem jelentek meg nagyobb mélsulyd p54-
immunoreaktiv savok. Ez azt bizonyitotta, hogy a p54 C-terminalisan végbemend kovalens
maddositas a terminalis lizinek valamelyiken jatszodik le. Mivel a CTF és Strep-CTF taltermelés
letdlis volt, mig a Strep-CTF-AK nem, arra kovetkeztethetlink, hogy a terminalis lizinek
permanens modosuldsa valamilyen médon a CTF és Strep-CTF taltermel6 allatok pusztuldsahoz
vezet.

A 25A. abran megfigyelt 8 kDa-os létrazat, valamint a lizin aminosavak szilkségessege
alapjan azt feltételeztiik, hogy a detektalt kovalens mddositas ubiquitilacié. Amikor a 25A. abran
bemutatott eludtumot anti-ubiquitin ellenanyaggal analizaltuk, a p54-immunoreaktiv sdvokhoz
hasonlé mintazatot kaptunk (25A. abra, 4. sav). A diszkrét ubiquitin-immunoreaktiv savok pedig
arra utaltak, hogy a Strep-CTF kiilonb6z6 lizinjeihez tobb monoubiquitin is kapcsolodott (multi-
vagy oligoubiquitilalodott). Az ubiquitilacio tényét kozvetlenll témegspektrometriai analizissel
igazoltuk. A da-Gal4/8SC-bél tisztitott fehérjéket, kihasznalva a Strep-CTF savas jellegét, 2D-s
IEF-SDS-PAGE segitségével tovabb tisztitottuk (26A. abra), majd a kivagott, Strep-CTF-nél
nagyobb p54-immunoreaktiv pontokban kimutattuk az ubiquitin triptikus peptidjeinek jelenlétét.
A tdmegspektrometriai vizsgalat soran arra is fény derilt, hogy a Strep-CTF-hez nem csak mono,
hanem diubiquitin egységek is kapcsolddtak.

IEF 1 2
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26. dbra. 2D-s IEF-SDS-PAGE és in vitro ubiquitilacio.

(A) A Strep-CTF fehérjét és modositott formait tovabb tisztitottuk 2D-s IEF-SDS-PAGE technikaval. A Strep-CTF-
nél nagyobb p54-immunoreaktiv pontokat kivagtuk (€), majd tdmegspektrometriai modszerrel igazoltuk, hogy a
modositds mono- és/vagy diubiquitilacio. (B) Rekombinans CBD-p54-CTF fehérjét proteaszéma pufferrel, illetve
embrid-extraktummal inkubéltunk, majd kitin-affinitdskromatografiat végeztiink, melynek eludlt frakcioit
immunoblottal, a p54-re specifikus monoklondlis ellenanyagokkal vizsgaltuk meg. A pufferes kezelés hatadsara nem
(B-1), mig embrid-extraktumos kezelés hatésara in vitro is lejatszédott a CBD-p54-CTF ubiqutilacidja (B-2).
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A CTF ubiquitilacigjat in vitro is sikerilt reprodukalni. A CBD-p54-CTF rekombinéans
fehérjét kitin gyongyhdz kotottik, majd proteaszoma alappuffert (kontroll), illetve Drosophila
embrid-extraktumot (ATP és ubiquitin jelenlétében) keringtettiink az oszlopon. Az aspecifikusan
kot6dott fehérjék eltavolitasat kovetdéen a rekombindns CBD-p54-CTF fehérjét SDS-sel elualtuk.
Az elualt frakciokban az embrié-extraktummal elékezelt minta esetében (26B. abra, 2. sav)
megjelent a p54-immunoreaktiv 8 kDa-os létrazat, mig a kontroll esetében csak a rekombinans
fehérje volt detektalhatd (26B &bra, 1. sav).

Bernard Crosas és munkatarsai kimutattdk, hogy az élesztd p54 ortologja (Rpnl0)
poliubiquitilalédik, ami a szabad Rpn10 molekulék kvantitativ és gyors degradacidjahoz vezet'*,
Minthogy csak kdzvetett bizonyitékunk volt a Strep-CTF ubiquitilacidjanak tipusara, amelynek
fiziologiai hatasat nem ismertik, sziikségszeriinek tartottuk megbecsiilni a CTF in vivo
feléletidejét is. Mivel a da-Gal4/C18 &llatok a larvakorban elpusztulnak, egy olyan Gj torzset
hoztunk létre, melyben a CTF kifejezddése az allat barmely fejlédési stadiumaban specifikusan,
hésokkolassal indukélhaté. A Gal80"*°/da-Gal4/C18-nak elnevezett transzgénikus allatok petéit
19°C-on (ekkor gatolt a CTF kifejez6dése) adult korig ndvesztettiik, majd hésokkolassal (30°C,
36 oOra) indukaltuk bennlik a CTF termel6dését. Ezutan az allatokat visszahelyeztik 19°C-ra
(ezen a hoémérsékleten mar nem termelddik twjabb CTF), és kulénbdzé idépontokban
megvizsgaltuk egy-egy muslica CTF tartalmat. Azt taldltuk, hogy a CTF féléletideje 19°C-on
minimum 2 nap (27. &bra), ezért kijelenthetjiuk, hogy a CTF ubiquitilacidja nem okozza a fehérje
gyors lebomlésat, azaz nem degradacios jel.

K ‘ 0 1 2 3 4 nap 27. dbra. A CTF féléletideje minimum 2 nap.
Hoésokkoléassal indukaltuk a CTF termel6dését
Gal80"°/da-Gal4/C18 transzgénikus adult
allatokban, majd 36 Ora elteltével restriktiv
homérsékletre helyeztikk Oket, meggatolva tijabb
CTF keletkezését. Ez kovetéen a 0., 1., 2., 3., és 4.
napon  egy-egy  muslicaban  immunaoblottal
megvizsgaltuk a CTF mennyiségét p54-re specifikus
CTF— DSy, v ellenanyaggal. A CTF féléletidejét a fenti abra
alapjan minimum 2 napra becsiltik. K — nem
hésokkolt  Gal80"*/da-Gal4/C18  (nincs CTF
termel6dés)

POl — e — e
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A fenti kisérletek egyértelmiien bizonyitottak, hogy a p54 C-terminalisan elhelyezkedd
konzervalt lizinek nem poliubiquitilalédnak. A poliubiquitilacid, mint degradacios jel ellen szol,
hogy a szabad CTF féeléletideje relative hossz( (2 nap), ami 6sszehasonlithatatlan az éleszt6
poliubiquitilalt Rpn10 45 perces talélésével*™. Ha a CTF poliubiquitilalédna (K48), néhany 6ra
elteltével mar biztosan nem tudnank kimutatni szabad transzgénikus fehérjét. Habar tobbfajta (2.
abra) poliubiquitin jel is létezik (nem csak degradacios), a p54 poliubiquitilacidja ellen szél az is,
hogy a tisztitott ubiqutililalt formak diszkrét savokként, nem pedig elkenédésekként (az elagazo
lancok miatt) jelentek meg a RTG-filmen (25A. abra, 3-4. sav). Ma Ugy gondoljuk, hogy a p54
ubiquitilacidja a fehérje extraproteaszomalis funkci6jdhoz és a rendezetlen szerkezetii C-
termindlis rész védelméhez sziikséges. Tudjuk, hogy a terminalis lizinek hianyaban (Strep-CTF-
AK) nem torténik meg az ubiquitilalodas, és ebben az esetben a transzgénikus &llatok (da-
Gal4/AK) életben maradnak. Ez azt sugallja, hogy a da-Gal4/C18 és da-Gal4/8SC larvakban az
extraproteaszOmalisan stabilizalodott és felhalmozddott ubiquitilalt CTF és Strep-CTF
valamilyen esszencialis folyamatot gatolva vagy modositva okozzéak az allatok korai pusztulasat.

A tovébbiakban ennek jartunk utana.

A CTF termelédése megzavarja a poliubiquitin receptorok fejlédésstadium-

specifikus szabalyozasat

Mivel a CTF-taltermeld transzgénikus allatok a larva korban pusztulnak el, a C18 alap-
(kontroll) és a da-Gal4/C18 torzs szinkronizalt fejlodést, kiilonboz6 koru (84, 96, 108 és 120
o0rés) larvacsoportjaiban immunoblottal megvizsgaltuk a 26S proteaszoma alegységosszetételét.
Hasonl6an a vad tipushoz (13B. &bra) a C18 larvakban a p54 koncentracidja a tobbi 19S regulator
komplex alegységhez viszonyitva alacsony volt (28. &bra), s csak a 108 éras kései L3 allapotban
kezdett emelkedni. A vad tipusban észleltekkel megegyez6 eredményt kaptunk a Rad23 és Dsk2
poliubiquitin receptorok esetében is (28. &bra). Ezzel szemben a CTF-taltermel6 da-Gal4/C18
larvdkban az endogén p54 akkumulalédasa egy nappal korabban, mar a 84 6ras L3 stadiumban
bekdvetkezett. Ezzel pArhuzamosan a Rad23 és Dsk2 felhalmozddasa is a késeir6l a nagyon korai

harmadik larvastadiumra tolodott vissza (28. abra.).
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28. abra. A CTF fehérje tlltermelédése megzavarja a poliubiquitin receptorok fejlédésstadium-specifikus

szabalyozasanak folyamatat.
Osszfehérje-extraktumokat preparaltunk szinkronizalt 84, 96, 108 és 120 6ras C18 (kontroll) és CTF-taltermel6 da-

Gal4/C18 larvakbol, 9 %-os denaturald poliakrilamid gélen megfuttattuk, majd p54-, p48A-, p42A-, p39A- és CPa7-
, Dsk2- és Rad23-, valamint glikogén-foszforilazra (bemérési kontroll) specifikus ellenanyagokkal immunaoblotot
végeztink. A CTF hatésara a p54, Rad23 és Dsk2 normal (sztochiometrikus) szintre térése kordbbi stddiumra
tolodott a da-Gal4/C18 torzsben, mint a kontroll C18 alaptérzsben — a CTF gatolta a poliubiquitin receptorok

megfeleld szinten tartisat.

A 20. dbran bemutatott kisérlet azt bizonyitotta, hogy a poliubiquitin receptorok az
egyedfejlodés larvastadiumanak kezdeti szakaszaban a larvakban aktivalodott specifikus protedz
hatasara degradalédnak. Ezért azt feltételeztik, hogy a da-Gal4/C18 torzsben a taltermelédott és
ubiquitilalt CTF hatasara korabbi stddiumokban géatlddott a szerin-protedz, ami a poliubiquitin
receptorok lebontasénak zavarahoz vezethetett. Ennek bizonyitdsara szinkronizalt 60, 72, 84, 96,
108 és 120 6ras C18 (kontroll) és da-Gal4/C18 larvakbol készitett fehérjepreparatumokhoz
azonos mennyiségli embrid-extraktumot adtunk, majd 25°C-on 15, 45 és 90 percig in vitro
inkubaltuk. Ezutan a reakcidkat forralassal leallitottuk, a mintakat denaturalé gélen megfuttattuk,
majd a proteaszoma alegységosszetételének valtozasat immunoblottal megvizsgaltuk. A 29A.
abra tanisaga szerint a C18 larvak p54 degradacios mintazata tokéletesen azonos a vad tipusban

megfigyelt profillal (20A. abra). Az embrié 26S proteaszomahoz kotdtt p54 mar rovid inkubaciot
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kovetben is teljes mértékben lebomlott a 60, 72, 84 és 96 0Orés larvak fehérjeextraktuméaban, és
csak a 108 6ras mintahoz adva maradt meg.
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29. dbra. A CTF gatolja a larva-extraktumok p54-specifikus proteolitikus aktivitasat.

(A) C18 (kontroll) és (B) CTF-tlltermelé da-Gal4/C18 torzsek 60, 72, 84, 96, 108 és 120 6ras larvaibdl készitett
fehérjepreparatumhoz embrio-extraktumot adtunk, majd a reakcidelegyet 15, 45 és 90 percig 25°C-on inkubaltuk. A
p54 degradalodasat immunoblottal analizaltuk a 20A. abran leirtaknak megfeleléen. A C18-hoz képest (108-120
oras) a da-Gal4/C18-ban a CTF hatdsara kordbban, mar a 84 0ras larva-extraktumban gatlédott a poliubiquitin
receptorok lebontasat végz6 proteolitikus rendszer. EE-90: embri¢-extraktum 6nmagaban inkubalva.

A CTF-tlltermel6 da-Gal4/C18 allatok 60 és 72 6réas korai larvainak (L2) preparatumaban
az extrém magas proteolitikus aktivitas kovetkeztében nem csak az extraktumhoz adott
embrionalis p54, hanem az ektopikusan tultermeltetett (larva-extraktumbdl szarmazd) CTF
transzgénikus fehérje is specifikusan lebomlott! Majd a 84 Orés L3 allapotra a degradacios
aktivitas hirtelen lecsokkent (ami a CTF és az endogén p54 szintjének stabilizalédasahoz
vezetett), mignem a 96 oras larvakban mar teljesen megsziint — szemben a kontrollban megfigyelt

120 o6réval. Hasonld eredményt kaptunk a Rad23 és Dsk2 vizsgalatakor is (nem bemutatott

65



eredmény). Osszehasonlitva a 29A. és 29B. abrakat kijelenthetjik, hogy a da-Gal4/C18 torzsben
a tultermel6dott CTF fejlédésstadium-specifikusan gatolta az endogen p54, Rad23 és Dsk2
szelektiv lebontasat végz6é larvalis szerin-protedzt. A fenti in vitro degradécios Kisérletek
eredményei tokéletesen magyarazzak a CTF-tultermelé da-Gal4/C18 larvak poliubiquitin
receptorainak fejl6édési mintazataban bekovetkez6 in vivo valtozasokat (28. &bra). Az 6sszes
eddig megismert adat szerint az extraproteaszémalisan stabilizalodott és felhalmozédott CTF
és/vagy annak ubiquitilalt formai befolydsoljak a poliubiquitin receptorok fejlodésstadium-
specifikus szabalyozasat azaltal, hogy gatoljak a receptorok lebontasat végzé larvalis proteaz
miikodését. Vélhetbleg ez a zavar is elsegiti a da-Gal4/C18 allatok korai halalat.

Irodalmi adatok alapjan tudtuk, hogy az S5a és Rpnl0 (a pS4 human ¢és élesztd ortologjai)
tultermeltetése két kiilonboz6 poliubiquitilalt modellszubsztrat proteaszoma altali lebontésat
gatolja meg**®!"3. Ennek fényében elképzelhetének tartottuk, hogy a da-Gal4/C18 larvakban a
CTF extraproteaszomalis felhalmoz6dasa a poliubiquitilalt fehérjék lebontasanak normalis
utemét is megzavarja, ami az allatok kései L3 letalitasahoz vezet. A 30. abrén jol lathatd, hogy a
C18 kontrollhoz képest a da-Gal4/C18 larvdkban, ahol a CTF koncentracidja mar elegend6en
magas (28. abra), felhalmozodtak a poliubiquitildlt fehérjék.

c18
(kontroll) da-Gal4/C18
- B 30. dbra. A CTF-tiltermel§ da-Gal4/C18
w 3 EC| 8 0@ Iarval_<ban felhalmozodnak a poliubiquitilalt
5 o ‘cg g S 6 ;g 8 fehérjék. , B
S8 9|y od A szinkronizalt 84, 96, 108 és 120 oras C18
(kontroll) és CTF-taltermelé da-Gal4/C18
. larvakbol nyert fehérjeextraktumokat 7 %-0s
: denaturdld poliakrilamid gélen megfuttattuk,
majd ubiquitinre és glikogén-foszforilazra
polyUb- _(bemérési kontro!l) spgcifikus ellenanyagokkal
Glikogén-_)_-'-’—— fehériék immunoblotot végeztink. A C18 (kontroll)

larvdkhoz képest a CTF-tultermel$ da-Gal4/C18
larvdkban akkumulalédtak a poliubiquitilalt
fehérjék.

foszforilaz
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A Dsk2-p54 kolcsonhatas esszencialis az ubiquitin-proteaszéma rendszer

mukodéséhez

A poliubiquitilalt fehérjék, valamint az endogén p54, Rad23 és Dsk2 poliubiquitin
receptorok szimultdn akkumuldlédasa a CTF-taltermelé da-Gal4/C18 larvdkban elsé ranézésre
nem logikus. Miért halmozodnak fel a lebontand6 szubsztratok, ha a proteaszéméhoz szallit6
receptorok mennyisége Kielégitéen magas? Ezt a latszolagos paradoxont a kovetkez kisérlettel
oldottuk fel. C18 (kontroll) és da-Gal4/C18 120 Orés, kései vandorld larvaibdl készitett
fehérjeextraktumokat Superose 6 gélsziiré oszlopon megfuttattuk, majd az elualt frakciokat
immunoblottal vizsgaltuk kulén Rad23-, Dsk2-, valamint proteaszoma alegységekre specifikus
ellenanyagokkal. A C18 (kontroll) kései 120 Oras larvakban a szabad és a proteaszomahoz kotott
Dsk2 megoszlasi aranya kb. 60/40 % volt (31A. &bra), igazolva, hogy a Dsk2 poliubiquitin
receptor a 26S proteaszomahoz nagy affinitdssal képes kapcsolodni. Meglepetésiinkre a da-
Gal4/C18 kései 120 0rés larvakban a Dsk2 zome a monomer fehérjefrakciokban jelent meg ott,
ahol a taltermelt CTF transzgénikus fehérje is eludlddott, mig a proteaszéma csucsfrakciokban
csak nyomokban lehetett kimutatni (31B. abra). Ez a megfigyelés azt sugallta, hogy az
extraproteaszomalisan stabilizalodott CTF és/vagy annak ubiquitilalt formai nem csak a
poliubiquitin receptorok szabalyozasat végzé proteolitikus rendszert gatoljak, és nem csak az
endogén p54 életciklusat és funkcidjat zavarjak meg, hanem megkotik az 6sszes szabad Dsk2-t is.
gy a f6 UBA/UBL poliubiquitin receptor nem tud a proteaszomahoz szubsztratokat szallitani,
aminek kdvetkezménye a poliubiquitildlt fehérjék felhalmozddasa, és ami nyilvanvaléan a da-
Gal4/C18 Allatok korai letalitasanak a f6 oka. A Rad23 mindkét torzsben Kizardlag
extraproteaszomalisan helyezkedett el - valosziniileg a larvastadiumban nem kapcsolddik a

proteaszoméahoz (nem bemutatott eredmény).
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31. dbra. A Dsk2 nem képes a proteaszéméhoz kapcsol6dni a CTF-tiltermelé da-Gal4/C18 allatokban.

A C18 (kontroll) alaptdrzs és a CTF-taltermel6 da-Gal4/C18 torzs 120 6ras kesei larvaibdl készitett extraktumot
Superose 6 gélszilird oszlopon megfuttattuk, majd Dsk2-, illetve p54-, p48A-, p42A-, p39A- és CPa7-specifikus
ellenanyagokkal immunoblotot végeztiink. (A) A C18 esetében az endogén Dsk2 jelentds része a proteaszémaval
egyltt eludlodott. (B) Ezzel szemben a da-Gal4/C18-ban a Dsk2 szinte kizarolag extraproteaszomalisan eludlddott, a
CTF-el egyiitt. Tehat a CTF megakadalyozza a Dsk2 proteaszomahoz valé kétodését.

A fenti in vivo megfigyelésbdl kiindulva, miszerint a CTF kodlcsonhatasba tud lepni a
Dsk2-vel, arra kovetkeztettiink, hogy normaélisan a Drosophila Dsk2 az endogén p54 C-
termindlis feléhez (és/vagy azon keresztiil a proteaszomahoz) kapcsolodik. Habar a Dsk2 UBL
doménje és a p54 UIM3 motivuma kozti kdzvetlen kapcsolatot in vitro ,,pull-down” kisérletekben
hasznalt rekombinans fehérjék segitségével korabban mar igazoltuk (nem bemutatott eredmény),
szerettik volna specifikusabban is bizonyitani a két receptor kdlcsonhatasat. Ezért a GST-Dsk2-
UBL (15. &bra) rekombinans fehérjével (ami 6nmagaban nem k&t poliubiquitilalt szubsztratokat)
toltott glutation-Sepharose oszlopon vad tipust, da-Gald/p54™™S' (a Pros54 aktivitésat erésen

csendesité ,,p54-knock-down” mutans) és Ap54 (Prosb4 delécids, p54-mentes ,,knock-out”
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mutans™?) babok extraktumat cirkulaltattuk kilon-kiilon. Az eluatumban a szokasos immunoblot

mddszert alkalmazva megvizsgaltuk a 26S proteaszoma jelenlétét.

A
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32. dbra. A Dsk2 a p54-en keresztul kiotddik a 26S proteaszémahoz.

(A) GST-Dsk2-UBL fehérjével toltott oszlopra vad (K), da-Gal4/p54™™' (Int) és Ap54 (A) babok extraktumat
toltottik, majd az eludtumban p54-, p48A-, p42A- és p39A-specifikus monoklonalis ellenanyagokkal vizsgaltuk a
proteaszoma jelenlétét. A p54 hidnyaban nem kotddott a proteaszoma a Dsk2 UBL-doménjéhez. (B) Ap54 bab-
extraktumot Superose 6 oszlopon frakciondltunk, majd Dsk2-, p54-, p48A-, p42A-, p39A- és CPa7-specifikus
ellenanyagokkal immunoblotot végeztiink. A p54-mentes 26S proteaszomahoz nem kotddik az endogén Dsk2. (p54)
—nincs p54 a proteaszomaban. * - a p39A degradacids terméke

Vad tipusu babok extraktumabdl a GST-Dsk2-UBL hatékonyan kototte az intakt 26S
proteaszOmat (32A. abra). Habar a da-Gald/p54%NS' babok nyers fehérjeextraktumaban nem lehet
Kimutatni a p54 fehérjét, az eludtumban megjelent 26S proteaszOma tartalmazott p54-et (32A.
abra). Vagyis a GST-Dsk2-UBL csak és kizardlag azokat a proteaszoméakat halaszta ki, amelyek
a Pros54 transzkriptum koncentraciojanak (RNS-interferencia) nagymértékii csokkenése ellenére
is szintetiz&lédott és megmaradt kis mennyiségi p54 fehérjét legalabb az egyik regulétor
komplexumukba beépitették. Ezzel szemben a GST-Dsk2-UBL a p54-mentes Ap54 babok (ahol
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nincs Pros54 expresszid) extraktumabdl egyaltaldn nem kotott proteaszomat (32A. abra). A fenti
in vitro kisérletek egyértelmiien azt bizonyitottak, hogy a poliubiquitilalt fehérjéket szallitd
Drosophila Dsk2, UBL doménjével a p54-en keresztil kapcsolodik a 26S proteaszdméahoz.

Ezt kovetden Ap54 babok extraktumaval végzett Superose 6 gélsziirési kromatografia
segitségével kimutattuk, hogy a Dsk2-nek in vivo is sziiksége van a p54-re a holoenzimre térténd
dokkolas soran. Ugyanis a p54-mentes proteaszOmahoz nem kapcsolddott endogén Dsk2 (32B.
abra), helyette az extraproteaszomalis frakciokban halmozddott fel, hasonléan, mint a da-
Gal4/C18 larvakban (31B. abra). A fenti megfigyelések alapjan kijelenthetjik, hogy
Drosophildban a Dsk2 a p54-en keresztiil kotédik a 26S proteaszomahoz.

Az in vitro vizsgalatokat genetikai kisérletekkel kivantuk kiegésziteni a p54 és Dsk?2
(esetleg Rad23) in vivo kapcsolatanak igazolasara. A tovabbiakban el6zetes eredményeinket
szeretném bemutatni. Az in vivo Kisérletekhez Gjabb transzgénikus torzseket allitottunk eld,
melyek az UAS/Gal4 rendszer szabdlyainak megfelelden vagy taltermelni, vagy az RNS-
interferencia jelenségét kihasznalva csdkkenteni képesek az endogén/transzgénikus p54, Rad23
és Dsk2 fehérjek mennyiségét. Az endogén Dsk2 koncentracioja szignifikdnsan lecsokkent a da-
Gal4/DSk2RNSi, Dsk2-specifikus dsRNS-t tultermel6 transzgénikus allatokban. Ezzel szemben a
da-Gal4/Dsk2™9 P-elem inszerciés Flag-Dsk2 taltermeld mutansokban a transzgénikus Dsk2
molaris mennyisége jelentsen megnott az endogén Dsk2-h6z képest (nem bemutatott eredmény).
Meglepé moédon mindkét térzsben (csendesité és taltermeld) felhalmozodtak a poliubiquitilalt
fehérjék, és az allatok a legutolsd babstadiumban (farat adult) elpusztultak. Ez a megfigyelés azt
sugallta, hogy az endogén Dsk2 koncentracijanak barmilyen iranyld megvaltoztatasa a Dsk2-
specifikus szubsztratok lebontdsanak dinamikus egyensulyat megzavarva az allatok pusztuldsat
okozza.

Korabbi vizsgalatokbol kiderilt, hogy a p54 teljes hidnya (Ap54) korai, polifazisos
letalitast okoz'*, amit a poliubiquitilalt fehérjék és a proteaszoma alegységek felhalmozddasa
eléz meg. Ennek ismeretében nem meglepd, hogy a Pros54 dsRNS-t taltermelé da-Gal4/p54™®
transzgénikus allatokban a Pros54 mRNS-ének in vivo eltavolitadsa a p54 fehérje mennyiségének
csokkenését, és ennek kovetkeztében az allatok kései babstadiumban (farat adult) bekovetkez6
pusztulasat okozta. A csdkkent p54 koncentracié a p54 null-mutanshoz (4p54) hasonléan'® a
tobbi proteaszoma alegyseg feldisulasat, valamint a poliubiquitilalt fehérjék felhalmozddasat (a

Dsk2 tultermeld torzshoz hasonloan) idézte eld. Ezzel szemben a p54-tultermelé da-Gald/Strep-
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p54(7) transzgénikus allatok életképesek maradtak, és a poliubiquitilalt szubsztratok mennyisége
sem valtozott a vad tipushoz képes (nem bemutatott eredmény). Habar nincs bizonyitékunk az
elméletiinkre, mégis Ugy gondoljuk, hogy a tultermeltetett transzgénikus p54 megjelenésével a
proteaszOma gének aktivitdsa a koordindlt szabalyozasuknak koszonhetéen megnétt. Az ily
modon keletkezett nagy mennyiségli proteaszoma pedig képes volt befogadni a feleslegben 1évo
p54 fehérjéket visszaallitva a sejt mitkodéséhez sziikséges megfeleld egyensulyt.

Az els6 érdekes eredményt akkor kaptuk, amikor egyazon transzgénikus allatban
indukéltuk a p54 és Dsk2 mennyiségének csokkentését (da-Gald/p54™VS/Dsk2™%), ugyanis az
allatok korédbbi babstadiumban pusztultak el, mint barmelyik egyszeres csendesité mutans. Habar
a Dsk2 tultermeltetése 6nmagaban letalis volt, ha ugyanazon transzgénikus allatban, szimultan
végeztiik a transzgénikus p54 és Dsk2 expresszaltatasat, akkor meglepé modon az allatok életben
maradtak és tovabb szaporodtak, sét a poliubiquitilalt fehérjék lebontasa sem szenvedett kart
(nem bemutatott eredmény). Ez a két kisérleti megfigyelés egyértelmii genetikai interakciot
sugallt a p54 és Dsk2 kozott.

Ma a kovetkezOképpen magyarazzuk a fenti eredményeket. A Dsk2 specifikus
poliubiquitilalt fehérjéket ismer fel és szallit a 26S proteaszOmahoz. Ha a Dsk2 mennyiségét
lecsokkentjik (da-Gal4/Dsk2™™%"), akkor a lebontandd szubsztratjai stabilizalodnak, és az allat
elpusztul. Ugyanezt a jelenséget figyelhetjik meg, ha a Dsk2-t a CTF-fel csapdaba ejtjik (31B.
abra) vagy kizérjuk a 26S proteaszomabol (32B. abra). Ugyanakkor a nagy molaris feleslegben
tlltermeltetett Dsk2 (da-Gal4/Dsk27%) ssszegyiijti a poliubiquitilélt fehérjéket, de mivel az
endogén p54 (amelyen keresztiil kapcsolodik a proteaszomahoz) nem képes ilyen mennyiségii
Dsk2-szubsztrat komplex megkotésére, szintén a Dsk2 szubsztratok extraproteaszomalis
felhalmozodasat és az allat pusztulasat idézi elo. Ebbdl arra kovetkeztethetink, hogy a Dsk2
szubsztratok lebomlasa esszencidlis a sejt megfeleldé mikodésének fenntartasahoz, és ennek
barminemti zavara az allatok halalahoz vezet. Ezen a vonalon maradva magyarazhatjuk a Pros54-
csendesitd da-Gald/p54~N"' allatok letalitasanak okét is. Ugyanis, ha azt feltételezziik, hogy a
Dsk2 az endogén p54-en keresztul kapcsolodik a reguldtor komplexumhoz, akkor a p54
hianydban nem csak a p54-, hanem a Dsk2-specifikus poliubiquitilalt fehérjék lebontésa is
gatlédik. A helyzetet természetesen sulyosbitja, ha egy allaton belil mindkét poliubiquitin
receptor mennyiségét egyszerre nagyon alacsony szintre csokkentjiik (da-Gal4/p54™NS/Dsk2RN,

Ezzel szemben, ha a p54 és Dsk2 koncentracidjat transzgénikus fehérjék termeltetésével

71



szimultan megemeljuk, akkor a proteaszoma gének koordinalt mikddésének kdszonhetéen
elegendd proteaszoma fog Osszeszerelddni, amibe a molaris feleslegben 1évé transzgénikus p54
az endogén p54-gyel egyutt beszéllitja a szubsztrattal toltott transzgénikus/endogén Dsk2
fehérjét. igy sem a p54-, sem pedig a Dsk2 szubsztratok lebontasi folyamata nem sériil.

Habar a Rad23 csendesitése (da-Gal4/Rad23™™*) és a transzgénikus Rad23
tlltermeltetése (da-Gal4/Rad23™) nem okozta sem a poliubiquitilalt fehérjék latvanyos
felhalmozddasat, sem pedig az allatok pusztulasat, a Rad23 és a p54 egyidejii csendesitése (da-
Gal4/p54"NS/Rad23™™%) a da-Gald/p54™NS' transzgénikus allatokban megfigyelt farat adult
letalitast egy korabbi babstadiumra tolta vissza — jelezve a Rad23 és a p54 gyenge genetikai
kélcsonhatasat. A Rad23 és p54 szimultan tdltermelése (da-Gald/Strep-p54(7)/Rad23™) a
vartnak megfeleléen nem okozott semmilyen elvaltozast.

A poliubiquitin receptorok in vivo kdlcsonhatéasait vizsgalo kisérletek eredményeit a 3.
tablazat foglalja 6ssze.

Torzs neve Taltermel T Fenotipus
Csendesit 4

da-Gal4/p54™"' p54 | Letalis (farat adult)
da-Gal4/Strep-p54(7) p54 T Eletképes, fertilis
da-Gal4/Dsk2™™' Dsk2 | Letalis (farat adult)
da-Gal4/Dsk2™ Dsk2 T Letalis (farat adult)
da-Gal4/Rad23™ Rad23 Eletképes, fertilis
da-Gal4/Rad237 Rad23 1 Eletképes, fertilis
da-Gal4/p54™">'/Dsk2™' p54 és Dsk2 | |Letdlis (korai bab)
da-Gal4/Strep-p54(7)/Dsk2" p54 és Dsk2 T |Eletképes, fertilis
da-Gal4/p54™">'/Rad23™"*" p54 és Rad23 | |Letalis (korai bab)
da-Gal4/Strep-p54(7)/Rad23™9 p54 és Rad23 T |Eletképes, fertilis

3. tbldzat. A p54, Dsk2 és Rad23 taltermelé- és csendesitd torzsek fenotipusanak dsszefoglalasa

Tehat az in vivo kisérletek az in vitro vizsgalatok eredményeit (31. és 32. abra) tamogatva
azt bizonyitjak, hogy Drosophilaban az Dsk2 fehérje kdlcsonhat a p54-gyel, és a poliubiquitilalt
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szubsztratokat a p54-en keresztil széllitja a 26S proteaszomahoz. Minthogy a p54-hez hasonl6an
csapdédzas) is letdlis, a Dsk2 mennyiségének nagyon finoman hangolt szabalyozasi
mechanizmuséra, s ezaltal a fehérje ubiquitin-proteaszoma rendszerben bet6ltétt esszencialis
szerepére hivja fel a figyelminket. Mivel a Rad23 tlultermeltetése vagy csendesitése nem letélis,
valamint a Rad23-p54 kozott csak gyenge genetikai interakcidt lehetett kimutatni, joggal
feltételezhetjiik, hogy Drosophilaban, szemben az élesztével, a f& extraproteaszomalis
UBAJ/UBL poliubiquitin receptor a Dsk2. Ezért a p54 és Dsk2 szintjének megvaltozasa az
egyedfejlodés folyaman az ubiquitin-proteaszoma rendszer homeosztazisdnak felbomlasahoz és
az allat halalahoz vezet.

A fenti eredményeinkkel parhuzamosan 2008 végén kimutattak, hogy a Dsk2 éleszt6ben is

kapcsolédhat®42243

az Rpn10-hez (p54 ortoldg). Ha taltermeltették a Dsk2-t, a sejtek elpusztultak,
amit az Rpnl0 egyidejii tultermeltetése menekitett (hasonléan, mint Drosophilaban). A
korébbiakkal ellentétben ma mar egységesen elfogadott, hogy az Rpn10/S5a/p54 a proteaszoma

ingaz6 faktora'’

(mi neveztiik igy el6szor). A legijabb modell szerint a proteaszomardl levalt
(extraproteaszomalis) Rpnl10/S5a/p54 képes befolyasolni a kiilonb6zé poliubiquitin receptorok
szallitotta szubsztratok proteaszoOmahoz torténd transzportjat. Ubiquitin interakciés motivuma
(UIM) segitségével felismeri és megkdti a szubsztratot szallit6 Dsk2 ubiquitin-szerii doménjét
(UBL), majd ha a 26S proteaszoOma szabad kapacitassal rendelkezik, beszéllitja a 19S regulator

komplexumhoz.
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DiszKusszio

Az eukariotédk sejtjeiben a serilt, funkciot vesztett és feleslegesse valt fehérjék az
ubiquitin-proteaszdma rendszer révén bomlanak le. Elsé 1épésben egy degradacios jel
(poliubiquitin-l1anc) kapcsolodik a lebontandd fehérjére, amit a poliubiquitin receptorok
felismernek, és a szubsztratot a 26S proteaszoma multiprotein katalitikus komplexumhoz
szallitjak. A poliubiquitin receptorok (Rpnl0/S5a/p54, Rad23, Dsk2, Ddil és Rpnl3/p54E)
mitkodésének és regulaciojanak molekularis részleteit, melynek egyarant vannak altalanos és
fajspecifikus elemei is, az elmult évtizedben kezdtik megismerni. Egérben pl. az Rpnl0
poliubiquitin receptor egyedfej6dés-specifikus alternativ splicing-gal Ilétrejott szerkezeti
izoformai egy sor kiilonb6zé Rpnl0 tartalmu 26S proteaszoma létrejottét eredményezik, amelyek
sziikségesek az allat megfelels fejlsdéséhez™*.

Kutatasaink soran Drosophila melanogasterben egy masfajta szabalyozasra lettlink
figyelmesek. Keét alapmegfigyelésbdl indultunk ki. Az elsd szerint a 19S regulator komplex
poliubiquitin recepor alegysége, a p54 két kiilonbozd konformacios allapotban van jelen a 26S
proteaszomaban (ezt a megfigyelést még nem sikerilt értelmezniink), ami felveti p54
posztszintetikus madosuldsanak lehetéségét (12A. abra). A masodik fontos észrevetel, miszerint
embridban a p54 sztdchiometrikus, mig larvaban szubsztochiometrikus alegysége a 19S regulator
komplexumnak (12B-C. &bra), pedig azt sugallta, hogy a p54 fehérje szintje szabalyozddik a
Drosophila egyedfejlédése folyaman. Ezt bizonyitandd szinkronizalt mintakat gyiijtottiink 15
kiilonboz6 fejlédési allapotbol, és kimutattuk, hogy a p54 fehérje koncentracidja a tobbi
proteaszoma alegységhez képest drasztikusan lecsokkent a korai larvastadiumokban, és alacsony
maradt egészen a kései harmadik stddiumos larvakorig, amikoris visszanyerte eredeti szintjét,
majd a bab és adult stadiumokra véglegesen stabilizalodott (13B. abra). Ez a megfigyelés
egyértelmiien bizonyitotta, hogy a p54 poliubiquitin receptor az ontogenezis folyaman kiilonb5z6
mennyiségben van jelen a sejtben.

Az ezredforduld kornyékén kiderilt, hogy az éleszté sejtek mas tipusu poliubiquitin
receptorokkal is rendelkeznek’®**. Szekvencia és szerkezeti homoldgia alapjan megkerestiik és
expresszios vektorokba klonoztuk az éleszté UBA/UBL- (Rad23, Dsk2 és Ddil), valamit a Pru-
domeént tartalmaz6 (Rpn13/p42E) receptorainak feltételezett Drosophila ortologjait. Ezt kovetéen
pull-down Kisérletekkel meghataroztuk a rekombinans fehérjék funkcionalis egységeit, €és
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bizonyitottuk, hogy a muslica f6 poliubiquitin receptorai a Rad23 és Dsk2 UBA/UBL fehérjék,
valamint a proteaszOma sajat alegysége a p54 (15. abra). Kimutattuk, hogy az endogen Rad23 és
Dsk2 szintje a p54-hez hasonloan valtozik az egyedfejlodés folyaman (16. &bra), azaz
larvastadium-specifikusan eliminalédnak. Mindekdzben sem génjeik aktivitdsa (18. abra), sem
pedig a poliubiquitilalt szubsztratjaik mennyisége (17. &bra) nem valtozik. Habar még nem
teljesen ismerjuk és értjik ennek a folyamatnak a bioldgiai jelentéségét, Ugy gondoljuk, hogy az
embrié korban az erés mitotikus aktivitas, a nagyfoku poliubiquitilalt fehérje termel6dés, a
larvalis strukturadk hisztolizise a bab stadiumokban, valamint az adult allatok reproduktiv
aktivitasanak biztositdsa magasabb poliubiquitin receptor koncentraciét igényel, mint a hipoxias
kornyezetben fejlodo larva szoveteinek mikodése. Jelenleg folyd vizsgalataink célpontjaban
annak az elképzelésinknek a bizonyitdsa &ll, hogy a larvalis stddiumban egy alternativ
proteolitikus apparatus veszi at az ubiquitin-proteaszoma rendszer funkciojat.

In vitro degradécios kisérleteink eredményei szerint egy fejlédésstadium-specifikus
proteolitikus rendszer felelés a poliubiquitin receptorok mennyiségének szabalyozasaért, amely
aktivitdsat a korai larvastddiumokban nyeri el, és csak a kései larvakorban, a babba valas el6tt
vesziti el. A folyamatban részt vevo proteaz képes a proteaszomalis (p54) és extraproteaszomalis
(Rad23 és Dsk2) poliubiquitin receptorokat szelektiven lebontani, mikdzben a fehérjék zomét
intakt allapotban hagyja (19. és 20. &bra). A szelektivitas Gjabb szintjét jelenti, hogy az in vivo és
in vitro degradacio folyamén a p54-nek kizardlag a rendezetlen szerkezetti C-termindlis fele
emésztddik le, mikozben a vWA-domént hordozo strukturalt N-terminalis fele sértetlenil, a 26S
proteaszoméahoz kapcsolédva megmarad (21. abra). Ennek a szabalyozésnak feltehet6en az az
oka, hogy a még intakt p54 fehérjék ujboli beépiilése a regulator komplexumba ne térténhessen
meg. Predikcids programok segitségével kimutattuk, hogy a modositatlan Rad23 és Dsk2
fehérjékben is taldlhatoak rendezetlen szerkezetii szakaszok. Ezért elképzelhetonek tartjuk, hogy
a korai larvakban valamilyen mechanizmus hatasara a strukturalt poliubiquitin receptorok
rendezetlen szerkezetiivé alakulnak specifikus degradéacids jelet szolgaltatva egy erre
evolvalodott specialis protedaznak. Habar az éleszté Rpnl0-rél (p54 ortolég) kimutattdk, hogy
poliubiquitilalédva a 26S proteaszoma szubsztratjava valhat'*, eredményeink alapjan
kijelenthetjuk, hogy muslicdban a poliubiquitin receptorok degradalodésat egy larvaspecifikus
szerin-protedz végzi (20D. &bra). Nagy mennyiségii larva-extraktumot felhasznalva sikerlt

homogenitasig tisztitanunk, majd tomegspektrometriai modszerrel azonositanunk egy
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kimotripszinszerli szerin-protedzt, amely in vitro fajlagosan képes lebontani a rekombinéns és
endogén p54, Rad23 és Dsk2 fehérjéket. A mindmaig ismeretlen funkcidju szerin-protedz in vivo
és in vitro jellemzése jelenleg folyik.

Korabban kimutattuk®, hogy in vitro a p54 képes ingazni a proteaszéma és az
extraproteaszomalis tér kozott. Az endogén p54 ezen tulajdonsagat kihasznalva sikerlt
kicseréInlink a proteaszdma p54 alegységét rekombinans p54-re. A csere csak akkor miikodott,
ha a rekombinans fehérje legalabb a p54-re jellemz6 vWA domént tartalmazta. Mivel nem volt
bizonyitékunk arra, hogy a p54 in vivo is ingazik, szerettlk volna megismerni azokat a
valtozésokat is, amelyek hatdsara a reverzibilis disszocidcio-reasszociacio megtorténik. Ennek
érdekében Strep-p54-et, valamint annak N- (Strep-NTF) és C-terminalis (Strep-CTF és CTF)
szakaszat tultermel6 transzgénikus Drosophila torzseket hoztunk létre (22. abra). A muslicékkal
végzett kisérletek célja az volt, hogy in vivo stabilizaljuk az endogén p54 extraproteaszomalis
allapotét tovabbi vizsgalodasok céljabol pl. azéltal, hogy a tultermeltetett fehérjékkel leszoritjuk a
proteaszOmarol. A Strep-p54 és Strep-NTF transzgénikus fehérjék a VWA domén révén
kvantitative beépiltek (in vivo) a proteaszomaba (23. abra), de ez nem okozta az endogén p54
extraproteaszomalis felhalmozodasat. Ennek oka feltehet6en az lehet, hogy a proteaszomalis
gének koordinalt szabalyozésa miatt a Prosb4 aktivitasa lecsokkent, igy a sejt nem termelt
feleslegben endogén p54-et, vagy a proteaszoma gének aktivitasa megnétt, és a 1étrejott nagy
mennyiségli 26S proteaszoma az Gsszes p54-et (endogén és transzgénikus) begytjtotte. A fenti
stratégia igy sajnos nem hozta meg a vart eredményt, ezért a p54 extraproteaszomalis
stabilizalasat mas iranybdl kozelitettik meg. Létrehoztuk a p54 C-termindlisat (CTF) taltermeld
transzgénikus allatokat. A CTF a VWA domén hianydban in vivo nem épilt be a 26S
proteaszOmaba, hanem extraproteaszomalisan, nagy molaris koncentraciéban dusult fel az
sejtekben (24B. 4&bra), ami az allatok Kkései, harmadik larvastadiumaban bekovetkezd
pusztulasdhoz vezetett. A letalitds ok&t nem ismertik, ezért atfogo vizsgalatokat inditottunk a
jelenség értelmezésére. Mivel korabbi kisérleteinkb6l tudtuk, hogy az endogeén p54 szamos
fehérjemodifikacioban résztvevo enzimmel képes kdlcsonhatasba 1épni, fontosnak tartottuk annak
tisztazésat, hogy vajon az extraproteaszomalisan akkumuldlédott CTF modosul-e?

Ennek érdekében egy Ujabb transzgénikus torzset hoztunk létre, amely a CTF
affinitaskromatografiaval egy Iépésben tisztithatd, Strep-cimkével fuzionalt valtozatat képes

taltermelni. A Strep-CTF hasonléan a csupasz CTF-hez az extraproteaszomalis térben
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halmozddott fel és az allatok letalitasat okozta. A larvélis extraktumbdl kitisztitott Strep-CTF-r61
biokémiai és tomegspektrometriai modszerekkel bebizonyitottuk, hogy in vivo mono-, illetve
oligoubiquitilalodott (25. és 26. &bra). Habar az éleszté p54 ortologjarol, az Rpnl0-r6l
kimutattak, hogy poliubiquitilalédhat, ami a fehérje gyors (45 perc) lebontasahoz vezet'**,
kisérleteinkben egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a CTF-en végbemend modositas nem
poliubiquitilacié és nem degradacids szignél, hiszen a transzgénikus fehérje féléletideje hosszabb
volt 2 napnél. Ezt kdvetéen egy U transzgenikus konstrukciét, a Strep-CTF-AK-t felhasznalva
sikeresen igazoltuk a CTF terminalis konzervalt lizinjeinek szikségességét a CTF
ubiquitilalodasanak folyamataban. A termindlis lizinek hidnydban a Strep-CTF-AK nem
ubiquitilalodott (25C. abra), s habéar felhalmozddott az extraproteaszémalis térben, nem okozta az
allatok halalat.

A mono- és oligoubiquitilacio altaldban valamilyen finoman hangolt biolégiai funkcio ki-
bekapcsolasat okozza. Feltehetéen a proteaszomahoz kapcsolt endogén p54 C-termindlis
rendezetlen szerkezetii része a kolcsonhato alegységek védelme alatt all, majd a disszociacio elott
ubiquitilalodik (egy eddig ismeretlen ubiquitin-ligaz hatasara), minek kovetkeztében megvaltozik
a konforméciodja, ami az extraproteaszomalis p54 strukturaltsagat és mitkdoképességét biztositja.
Ezt az elképzelést bizonyitja, hogy ha Strep-CTF, Strep-CTF-AK és CTF taltermelé allatok nativ
fehérjeextraktumaban 1évo strukturalt fehérjéket forralassal Kicsaptuk (a rendezetlen szerkezetii
fehérjék nem precipitadlodnak, hanem a fellliszéban maradnak), akkor a centrifugéalashol
visszamaradt hig fehérjeoldatbdl csak a Strep-CTF, Strep-CTF-AK és CTF fehérjéket lehetett
kimutatni, de a Strep-CTF 25A. dbran bemutatott ubiquitilalt formait nem. Ezen ubiquitilalatlan
formak feéléletideje viszont extrém rovid volt, larva-extraktumban torténé néhany perces
inkubaciot kovetden teljes mértékben lebomlottak (nem bemutatott eredmény). Vagyis a mono-
és oligoubiquitilalédott transzgénikus fehérjek strukturalttd és hossza életidejiivé valtak (27.
abra), mig a modositatlan formaik megtartottak rendezetlen szerkezetiiket és ezzel egyitt proteaz-
érzékenységliket. Osszefoglalva a fentieket megallapithatjuk, hogy az extraproteaszomalisan
felnalmozddott CTF  transzgénikus fehérjék terminalis lizinjeinek mono-  és/vagy
oligoubiquitilaciéja nem degradacios jel, hanem a CTF strukturaltsagat, hosszu féléletidejét es
szabalyozasat iranyitja. Habar a folyamat résztvevoit ma még nem ismerjik, és biologiai
jelentéségére csak kovetkeztetni tudunk, Ggy gondoljuk, hogy a mono/oligoubiquitilalodott
endogén p54 C-termindlisa strukturdltta valik, ezutan a p54 levalik a proteaszomaroél, és
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valamilyen  esszencialis  funkciot lat el. Ekdzben a szabadon maradt, de
mono/oligoubiquitilalédott C-terminalisa a protedzokkal szemben védetté valik. A fenti
megfontolasbdl kiindulva arra kovetkeztettink, hogy a toxikus Strep-CTF és CTF
felnalmozddasa és a terminalis lizinjeinek mddosulasa megzavarhatja a disszocialt endogén p54
fehérjét ubiquitildld enzimek miikodését, minek hatasara felbomlik az egyenstly a p54
ingdzéséanak és extraproteaszomalis funkcitjanak rendszerében, és az allat elpusztul.
Kisérleteinkben egyértelmilen kimutattuk, hogy a CTF-tultermelé da-Gal4/C18
transzgénikus allatokban zavart szenved a poliubiquitin receptorok fejlédésstadium-specifikus
szabalyozasa. Az ubiquitilalt és akkumulalédott CTF hatasara a normalishoz képest (29A. abra)
korébbi larvastddiumban sziinik meg az a szerin-protedz aktivitdas (génjének kifejezddése
gatlédik), ami a poliubiquitin receptorok degradaciojat iranyitja, ezért a p54, Dsk2 és Rad23 nem
a kései, hanem mar a korai L3 stadiumban feldGsul (29B. abra). Erdekes modon a poliubiquitin
receptorok felhalmozodésat a poliubiquitilalt fehérjék akkumuldlédasa (30. abra) kisérte. Ezt a
latszolagos paradoxont sz&mos irodalmi adat is alatamasztja, melyek szerint a poliubiquitin
receptorok egymashoz viszonyitott koncentracidjanak barminemii megvaltozasa az ubiquitin-
proteaszoma rendszer mitkodésének komoly zavarat okozza, amit mindig a poliubiquitilalt
fehérjék felnalmozddasa kovet'’#170140192 K tatésaink soran kimutattuk, hogy a poliubiquitilalt
szubsztratok felddsulasat a CTF-taltermelé allatban nem csak az endogén poliubiquitin
receptorok koncentracidjanak megvaltozasa, valamint a p54 modosulasi folyamatainak és
proteaszomatodl fuggetlen bioldgiai funkcidinak sérilése, hanem az endogén p54 szubsztrétjainak
CTF altali csapdaba ejtése, valamint egy masik poliubiquitin receptor, a Dsk2
extraproteaszomalis felhalmozddasa (31. abra) is elésegiti. Vad tipusu allatokban az endogén
Dsk2 monomer és proteaszOmahoz kotott allapotban is jelen van (31A. abra) — azaz kdlcsonhat a
26S proteaszomaval, és szubsztratokat szallit neki. Mivel az endogén Dsk2-t a CTF-et thltermel6
transzgénikus allatokban nem a proteaszémalis, hanem szinte kizarélag a CTF-et is tartalmazo
monomer fehérjefrakciokban lehetett kimutatni, azt feltételeztiik, hogy a Dsk2 kdlcsonhat a p54
C-termindlis felével. Vagyis az extraproteaszOmalisan stabilizalodott, nagy molaris
koncentracidban jelen levé CTF Kkititralta az endogén Dsk2-t megakadalyozva a Dsk2-specifikus
szubsztratok eljutasadt a 26S proteaszOma holoenzimhez, ami a poliubiquitilalt fehérjék
felhalmozddasanak 6 oka lehetett. In vitro pull-down kisérletekben hasznalt rekombinans Dsk2

és p54 csonkolt darabokkal igazoltuk, hogy a muslica Dsk2 ubiquitin-szerit doménje (UBL)
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valéban nagy affinitassal képes megkdétni a p54 harmadik (és/vagy masodik) UIM-at. A folyamat
in vivo bizonyitdsara genetikai interakcios kisérleteket végeztiink. Ha a p54 és a Dsk2 fehérjék
mennyiségét az RNS-interferencia adta lehet6ségeket kihasznalva transzgénikus muslicakban
kalon-kilon lecsokkentettilk, akkor a poliubiquitilalt fehérjék felhalmozddtak, és az &llatok
kozvetleniil az adultta valas el6tt, a farat adult babstidiumban elpusztultak. Ha a két gén
csendesitését egyszerre egy torzson belil indukaltuk, akkor a poliubiquitilalt szubsztratok
felnalmozddasa drasztikusabb volt, és a mutansok korabbi babstadiumokban pusztultak el, — azaz
genetikai interakcié all fenn a két gén kozoétt. Habar az élesztd Dsk2 és p54 interakciorol™2* két
tavaly megjelent kdzleményben méar beszamoltak, magasabbrends multicellularis organizmusban
az els6 in vitro és in vivo bizonyitékot a fenti kisérleteink szolgéaltattak.

Az elvégzett in vitro és in vivo Kisérletek eredményei alapjan a kovetkezé miikodési
modellt allitottuk 6ssze (9B. &bra): a p54-nek kétféele funkciondlis és strukturalis valtozata van
jelen a 26S proteaszOmaban. Az egyik populacioé poliubiquitin receptorként miikodve ubiquitin-
interakcids motivumaival 6sszegytjti a K48-as poliubiquitin lanccal megjelolt fehérjéket, és a
regulator komplexumnak tovabbadja. A masik p54 csoport pl. posztszintetikus modositas és/vagy
egyéb hatasok kovetkeztében disszocial a proteaszomarél — ingazd faktor (proteaszOmas
talalkozokon ma mér igy hivjak az Rpnl0/S5a/p54-et). A szabad p54 rendezetlen szerkezetii
része a terminalis lizinek ubiquitilacidja kdvetkezében védette valik a citoszolikus protedzokkal
szemben, igy a p54 zavartalanul végezheti extraproteaszémalis feladatat. Egy 2009-es barcelonai
konferencian Crosas és munkatarsai nagyon érdekes eredményeket kdzoltek. Kimutattak, hogy az
¢leszté Rpnl0, amelyben nincsenek konzervalt terminalis-, csak interndlis lizinek, az Rsp5
ubiquitin-ligdz hataséra specifikusan monoubiquitildlédik, mig az Ubp2 DUB hatéséra
deubigitilalodik*® (sajnos egyiknek sincs Drosophila ortoldgja). A monoubiquitilacié az Rpn10-
et inaktivalja azaltal, hogy az ubiquitin kdlcsdnhatasba lép az Rpnl0 egyetlen UIM-4val. Ez a
megfigyelés egy ujabb regulacids szintet vezetett be a proteaszoma miikddésébe. Ezért
elképzelhetének tartjuk, hogy a Drosophila p54 terminalis lizinjein végbemend ubiquitilacionak
szerepe lehet abban is, hogy a disszocialt és stabilizalt extraproteaszomalis p54 poliubiquitin-lanc
koté UIM-at (pl. UIM1) inaktivalja, mikdzben az UIM2 és UIM3 exponaltabb helyzetbe ker(l.
Taldn ez a folyamat szlikséges a szubsztrattal toltott Dsk2 megkotéséhez, a 19S regulator
komplexum Rpnl/2 felszinre torténd szallitasahoz és/vagy az Ures Dsk2 proteaszomabdl vald

kizarasahoz.
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Ma agy gondoljuk, hogy az ubiquitin-proteaszoma rendszer aktivitasa kiilonb6z6 a
Drosophila ontogenezise folyaméan. A larvalis korszakban az allat aktivitasa kizéarélag a
taplalkozasra korlatozddik, annak érdekében, hogy az 6t napig tarté babstadiumban bekovetkezo
teljes atalakulédsra felkészuljon. A larvakban az embrié és babkorhoz képest lecsdkken a sejtek
mitotikus aktivitasa, ami szignifikdnsan csokkenti a poliubiquitilalt fehérjék mennyiségét a
sejtben. Specifikus szubsztratok hianydban a sok energiat igénylé és finom szabalyozashoz
szokott ubiquitin-proteaszoma rendszer Uzemeltetése mar nem éri meg a sejt szamara akkor sem,
ha a larva hipoxias ¢l6helyébdl (taptalaj vagy gylimolcs) adoddéan megndvekszik a protedm
denaturdlt fehérje tartalma (eukariota sejtekben az egyetlen ismert denaturdlt fehérje eltavolito

protein minéségellendrz6 mechanizmus a proteaszémahoz kapcsolt ERAD®’

, amelyet
mindmaig kizarélag az endoplazmatikus retikulumban sikerilt kimutatni). Tehat inaktivalodik az
ubiquitin-proteaszéma rendszer, melynek legegyszeriibb €s ,,legolcsébb” modja a poliubiquitin
receptorok lebontasa. Ezt kdvetben egy masik rendkiviill gyors, am durvabban mikodé
proteolitikus rendszer veszi 4t a helyét, ami a keletkezd denaturaldodott fehérjéket hatékonyan
eltavolitja. A kisérleti eredményeink szerint a poliubiquitin receptorokat specifikus, larvaban
aktivalodo szerin-protedz bontja le. Habar nem ismerjik a szabalyozas minden réeszletét és
molekularis elemét, feltételezziik, hogy e szerin-proteaznak valamiféle kapcsolata van a p54
ingdzésaval vagy az azt iranyit6 ubiquitilacios rendszerrel. Erre utal az a tény is, hogy ha a p54
C-terminalis felét (CTF), amely nem képes beépiulni a proteaszOmaba, taltermeltetjik
transzgénikus allatokban, az ubiquitilalodott CTF a szelektiv proteolitikus aktivitast gatolja, ami
a poliubiquitin receptorok és poliubiquitilalt szubsztratok felhalmoz6déasdhoz és az allat kései L3-
ban bekdvetkezd pusztulasahoz vezet.

Kisérleti kovetkeztetéseinket egy elfogadott'®

tudomanyos kodzleményben és ket
(jelenleg) kéziratban foglaltuk 6ssze. Az értekezésben bemutatott, valamint a nem részletezett,
jelenleg is foly6 in vitro és in vivo munk&k eredménye hozzgjarulhat egy magasabbrendi
eukariota organizmusban az ubiquitin-proteaszoma rendszer poliubiquitilalt fehérjeszubsztratjait

felismer6 és szallitd rendszer mitkodési mechanizmusainak pontosabb megértéséhez.
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KOSZONETNYILVANITAS

wEgyetlen tudos sem léphet ki a semmibol, elodok nélkiil, de ellentétben a vér

szerinti fidval, a szellemi gyermek legaldbb megvélaszthatja szileit.”

(Selye Janos: Alomtodl a felfedezésig)

Halas kdszonet és mély tisztelet illeti tanaromat és témavezetomet Dr. Udvardy Andort
elméleti és gyakorlati tanécsaiért, odafigyeléséért és tirelméert. A gondolkodasra és precizitasra
késztetetd torekvései esszencidlis alapjat képezik a mindennapi munkdmnak, valamint

nagymertékben hozzasegitettek kozos kisérleti eredmeényeink és jelen értekezés megsziiletéséhez.

Kdszondém Udvardy Katalinnak a kisérletek elékészitésében nydjtott segitségét. Precizitisa
és kiterjedt figyelme mindannyiunk munkajat elésegiti. Tovabba sok koszonettel tartozom Dr.
Kiss Petranak, amiért bevezetett a molekularis bioldgia gyakorlati alkalmazasaba, és
készségesen rendelkezésemre bocsatotta transzgénikus torzseit (C18, 8SC és Strep-NTF) és
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OSSZEFOGLALO

Az eukariota sejtekben a rovid féléletidejii (tobbnyire szabalyozd funkciot betodltd)
fehérjéket, valamint a rosszul feltekeredett, sériilt fehérjéket az ubiquitin-proteaszéma rendszer
bontja le. Ez az evolliciosan konzervalt, 0sszetett szabalyozéasu biokémiai apparatus elsé lépésben
szelektiven felismeri a lebontand6 fehérjéket, és egy specialis poliubiquitin lancot (degradacids
szignal) kapcsol kovalensen annak valamely lizinjére. A jelet az an. poliubiquitin receptorok
ismerik fel és kotik meg, majd a szubsztratot végsé allomasukra, a proteolitikusan aktiv 26S
proteaszomahoz szallitjdk. A poliubiquitin receptorok milkddésének ¢és szabalyozasanak
mechanizmuséat ma még alig ismerjik.

Drosophila melanogaster modellallatot hasznalva kimutattuk, hogy a muslica 6
poliubiquitin receptorai a p54, a Rad23 és a Dsk2. Kisérleteink egyértelmiien bizonyitottak, hogy
a Drosophila proteaszomalis (p54) és extraproteaszOmalis un. UBA/UBL (Rad23 és Dsk2)
poliubiquitin receptorainak koncentracidja az egyedfejlodés folyaman jelentdsen valtozik, amely
nem génexpresszids, hanem proteolitikus szinten szabalyozddik. Kimutattuk, hogy a p54
mennyisége a tobbi proteaszéma alegységhez viszonyitva drasztikusan lecsokken a korai
larvastadiumokban, kozvetleniil az embridgenezist kovetéen. Ezutdn koncentrdcidja alacsony
marad egészen a kesei harmadik stadiumos vandorl6 larvakorig, amikor Gjra emelkedni kezd,
mignem a bab és adult szakaszban visszaall az eredeti, embridkban megfigyelt szintjére. A p54-
hez hasonlo fejlddésstadium-specifikus szabalyozas figyelheté meg a Rad23 és Dsk2
poliubiquitin receptorok esetében is. In vitro és in vivo kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy
a poliubiquitin receptorok lebontdsat nem a 26S proteaszdma, hanem egy larvakorban
aktivalodott, szerin-protedz csalad végzi. Az egyik homogenitésig tisztitott és azonositott larvalis
szerin-proteaz jellemzése jelenleg is folyamatban van. Megallapitottuk, hogy az enzim a p54,
Rad23 és Dsk2 un. rendezetlen szerkezetii szakaszaira specifikus, ami a poliubiquitin receptorok

A p54 in vivo sorsanak nyomonkdvetése érdekében az UAS/Gal4 rendszert alkalmazva
p54, p54 N-termindlis felet (NTF) és p54 C-terminalis felet (CTF) tultermel6 transzgénikus
Drosophila torzseket hoztunk létre. A daughterless-Gal4-indukélta transzgénikus p54 és NTF

termelédése nem okozott semmilyen fenotipikus elvaltozast az allatban. Ennek feltehetden az az
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oka, hogy habar mindkét fehérje az N-terminalis VWA doménje révén be tudott épllni a 26S
proteaszOmaba, az endogén p54-hez viszonyitott alacsony molaris koncentraciéjuk miatt azonban
nem gatoltadk az endogén p54 reasszociécidjat, igy a proteaszomak dontd tobbsége funkcioképes
maradt. Ezzel szemben az ubiquitin interakciés motivumokat hordoz6, VWA domén-mentes CTF
transzgénikus fehérje nem épiilt be a proteaszdméba, és az allatok harmadik larvastaddiumban
bekovetkezé pusztulasat okozta. Az extraproteaszomalisan akkumulalédott transzgénikus CTF-
r6l kimutattuk, hogy mono- és/vagy oligoubiquitilalédott a terminalis elhelyezkedésii konzervalt
lizinjein. Igazoltuk, hogy a CTF ubiquitilacioja nem degradaciés jel, hiszen a kovalensen
maddosult transzgénikus fehérje in vivo féléletideje tobb mint 2 nap volt. In vitro Kkisérleteink
szerint a CTF ubiquitilacioja tobbek kozott a fehérje rendezetlen szerkezetli részének
stabilizalasahoz sziikséges.

A termindlis lizineket nem tartalmazé CTF-AK fehérje transzgénikus muslicadinkban nem
ubiquitilalodott, és az allatok életben maradtak, ami azt sugallta, hogy a CTF ubiquitilalédasanak
kdze van az allatok korai letalitasahoz. Ezt a feltevést bizonyitja az a kisérleti megfigyelés is,
miszerint a p54, Rad23 és Dsk2 poliubiquitin receptorok fejlédésstadium-specifikus szabalyozasa
a CTF-AK-tultermeld allatokban a vad tipushoz hasonléan normalisan mikddik, mig a CTF-
tultermel6 transzgénikus allatok egyedfejlédése soran zavart szenved. A zavar kovetkeztében a
poliubiquitin receptorok mennyisége a megszokottnal korébban, mar a méasodik larvastadium
végen megnovekszik. Ennek hatterében a degradaciojukat végzé szerin-protedzt kdédolé gén
expressziojanak gatlasa all, amit meglep6 és mindmaig tisztazatlan modon az ubiquitilaldédott és
extraproteaszomalisan felnalmozddott transzgenikus CTF okoz.

A CTF-taltermel6 transzgénikus allatok kiilonbozé larvastadiumaiban (szemben a vad
tipussal) nem csak a poliubiquitin receptorok, hanem a poliubiquitilalt szubsztratok is
felszaporodtak. Ezt a latszolagos ellentmondast in vitro és in vivo Kisérletekkel oldottuk fel, és
két okat hataroztuk meg. Az els6: kimutattuk, hogy a tultermeltetett CTF UIM-ai révén nagy
mennyiségli poliubiquitilalt fehérjét (feltehetéen p54-specifikus szubsztratok) képes megkotni,
melyek emiatt nem jutnak el a proteaszdmdhoz. A masodik: kimutattuk, hogy a Dsk2
poliubiquitin receptor a CTF-taltermelé transzgénikus muslicdkban (a vad tipussal ellentétben)
nem kapcsolddott a 26S proteaszOma regulator komplexumahoz, hanem a CTF-fel egyitt, az
extraproteaszomalis térben dasult fel. In vitro pull-down kisérletekkel igazoltuk, hogy a Dsk2

ubiquitin-szerti doménje (UBL) nagy affinitassal kotédik a CTF (azaz a p54 C-terminélis felének)

93



masodik és harmadik ubiquitin-interakciés motivumahoz (UIM). Tehat a CTF-taltermeld
transzgénikus allatok larvaiban az extraproteaszOmalisan feldisult CTF nem csak a p54
szubsztratjainak lebontésat gatolta, hanem UIM-aival csapdaba ejtette az endogen Dsk2-t, ami a
Dsk? altal szallitott poliubiquitilalt fehérjék akkumulalodasat is eloidézte.

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Drosophila {6 poliubiquitin
receptorai fejlédésstadium-specifikusan, proteolitikusan szabalyozddnak, melyet egy larvakorban
aktivalodott szerin-protedz iranyit. A proteaszOma sajat poliubiquitin receptora, a p54 alegység
képes levalni a regulator komplexumrol és kdlcsdnhatasba lépni a szubsztrattal toltott Dsk2-vel.
lgy a p54 ingazo faktor nem csak poliubiquitilalt fehérjéket szallit a proteaszomanak, hanem
valoszinileg meghatarozza a tobbi  poliubiquitin  receptor proteaszOmahoz  torténd
kapcsoldédasanak sorrendjét, valamint meggatolja az (res receptorok dokkolasat a regulator
komplexumra. Hogy a p54 extraproteaszomalis funkcidjat mi médon szabalyozza a C-terminalis

konzervalt lizinek ubiquitilacidja, ma meég nem tudjuk.
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SUMMARY

In eukaryotes, the majority of short-lived (mainly regulatory) and misfolded proteins are
degraded by the evolutionarily conserved ubiquitin-proteasome system. First, the substrate is
recognized and covalently modified (polyubiquitylated) by the ubiquitin-ligase enzyme cascade.
The special K48-type polyubiquitin-chain (degradation signal) is recognized and bound by the
polyubiquitin receptors that deliver the substrate protein to the 26S proteasome holoenzyme for
degradation. Unfortunately, our knowledge on the regulation and mode of action of polyubiquitin
receptors is fairly limited.

We show here that in Drosophila melanogaster the main polyubiquitin receptors are p54,
Rad23 and Dsk2. Our experiments unequivocally confirmed that in Drosophila the
concentrations of the proteasomal (p54) and extraproteasomal (the UBA/UBL-type Rad23 and
Dsk?2) polyubiquitin receptors change in a developmentally regulated fashion. The stoichiometry
of the proteasomal p54 polyubiquitin receptor subunit, relative to that of other regulatory particle
(RP) subunits decreases drastically at the end of embryogenesis, remains low throughout the
larval stages, starts to increase again in the late third instar larvae and remains high in the pupae,
adults and embryos. A similar developmentally regulated fluctuation was observed in the
concentrations of the Rad23 and Dsk2 extraproteasomal polyubiquitin receptors. We confirmed
that this down-regulation is controlled by specific proteolytic processes, but definitely not at the
gene expression level. Our in vitro and in vivo experiments revealed that the depletion of the
polyubiquitin receptors at the end of embryogenesis is mediated by a serine-protease activated in
larvae, but not by the 26S proteasome. We purified and identified a larval serine-protease,
presumably specific for the intrinsically unstructured segments of p54, Rad23 and Dsk2.
Although the characterization of the enzyme has not been finished yet, we know that such
selectivity is a new level of the regulation of polyubiquitin receptors in Drosophila melanogaster.

To follow the in vivo fate of subunit p54, transgenic Drosophila melanogaster lines
encoding the N-terminal half (NTH), the C-terminal half (CTH) or the full-length p54 subunit
were established in the inducible Gal4-UAS system. The daughterless-Gal4-driven whole-body
expression of the full-length subunit or its NTH did not produce any detectable phenotypic
changes, and the transgenic products, through their amino-terminal von Willebrand-A (VWA)
domain, were incorporated into the 26S proteasome. The transgene-encoded CTH, carrying the
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ubiquitin-interacting motifs (UIMs) but lacking the VWA domain was unable to incorporate into
the 26S proteasome, accumulated as a monomer protein and caused third instar larval lethality.
The extraproteasomally accumulated CTH was found to be mono- and/or oligoubiquitylated on
its terminal, conserved lysine residues. This modification, however, did not appear to be a
degradation signal, because the half-life of the CTH was over 48 hours. We suppose that the
ubiquitilation, among other things, is responsible for the stabilization of the unstructured region
within CTH.

The unubiquitylated transgenic CTH-AK (lacks all the terminal lysines) similarly to the
CTH accumulated in the extraproteasomal space, but didn’t cause larval lethality or any
detectable phenotypic abnormalities. This observation suggested that the ubiquitylation of the
CTH is in correlation with the early lethality of transgenic, CTH over-expressing flies. While in
CTH-AK expressing animals the larval down regulation of p54, Rad23 and Dsk2 is similar to the
wild-type, the accumulation of the CTH transgenic protein disturbed the developmentally
regulated changes of the polyubiquitin receptors. Build-up of subunit p54 in the RP had already
started in 84-hour-old larvae (one day earlier than in wild-type) and reached the full complement
characteristic of the non-larval developmental stages at the middle of the third instar larval stage,
just before these larvae perished. Similar shifts were observed in the concentrations of the Rad23
and Dsk2 polyubiquitin receptors. The disturbance of the developmental regulation of
polyubiquitin receptors is due to the inhibition of the specific serine-protease responsible for the
elimination of the polyubiquitin receptors. Surprisingly, by an unknown mechanism, the
extraproteasomally accumulated and ubiquitylated CTH transcriptionally arrested the expression
of this serine-protease.

We have shown that in CTH over-expressing animals the accumulation of polyubiquitin
receptors is accompanied by amass of polyubiquitylated protein substrates, as well. This
paradoxon was resolved by two findings. Firstly, we have demonstrated that the CTH via its UIM
motifs recruited p54-specific polyubiquitylated substrates suspending their proteasomal
degradation. Secondly, the Dsk2 polyubiquitin receptor was unable to attach to the RP of the 26S
proteasome, but similarly to the transgenic CTH protein, accumulated in extraproteasomal state.
Using in vitro pull-down experiments we confirmed that the ubiquitin-like domain (UBL) of
Dsk2 strongly and specifically binds the second and/or third ubiquitin-interacting motifs of CTH
(actually the C-terminal half of p54). Thus, in CTH transgenic larvae the extraproteasomally
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accumulated and ubiquitylated CTH protein inhibited the degradation not only of
polyubiquitylated substrate proteins targeted to the 26S proteasome by the p54 subunit, but also
of the Dsk2-targeted polyubiquitylated proteins by trapping the endogenous Dsk2 through its
UBL domain. We suppose that the ubiquitylated CTH-dependent serine-protease inhibition and
the accumulation of polyubiquitylated proteins caused the lethality in CTH transgenic larvae.

Our biochemical and genetic experiments revealed that the Drosophila main
polyubiquitin receptors are proteolytically down-regulated during the larval stages by a special
serine-protease. The p54 polyubiquitin receptor subunit of the 26S proteasome is able to
dissociate from the RP and interact with the substrate-bound Dsk2. Accordingly the p54 is not
only a simple polyubiquitin receptor, but possibly a discriminator that can define the priority of
the docking of substrate-delivering polyubiquitin receptors to the proteasome. Regulation of the
presumed extraproteasomal function of p54 by the ubiquitylation of its terminal lysines is not

known at present.
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Klénozéshoz

Dsk2-RNAi rev

p54-RNAI fw
p54-RNAi rev

MELLEKLET

|. Felhasznalt oligonukleotid primerek (5’=23"):

RT-PCR-hez

rpL17A Fw GTGATGAACTGTGCCGACAA

rpL17A Rev CCTTCATTTCGCCCTTGTTG

p54-1/3 Fw CGAATTGCCCATCTGGTGCTGAA

p54-2/3 Rev TGCCGTTGCTCCTCCATAGACACA

p48B-1/3 Fw TAAGCAGTTCGCCAAGTTCG

p48B-2/3 Rev CAGCACCTTGATATTTCCGC

Rad23 Fw GCGAAGCTTACAAATCGTTTTTATCAAGCG
Rad23 Rev CGCAAGCTTTTAGCCGTTCTATTGCGTCCTTATC
Dsk2 Fw CTTAAGCTTATGGCGGAAGGCGGCAGCAA
Dsk2 Rev GGCTCGAGTTAACTCAAGGACAACTGGTT

Ddil Fw CGGGATCCATGAAAATCACAGTGACGA
Dd11 Rev AAGAATTCTCAGCTGAGTTCGCTCCC

p42E Fw ATGAATTCAATGTTTGGAAGACAAAGTG
P42E Rev ATGTCGACCTACTTTTGCTTCTCCTCC
p48B-1/3 Fw TAAGCAGTTCGCCAAGTTCG

p48B-2/3 Rev CAGCACCTTGATATTTCCGC

Rad23 Fw GCGAAGCTTACAAATCGTTTTTATCAAGCG
Rad23 Rev CGCAAGCTTTTAGCCGTTCTATTGCGTCCTTATC
Dsk2 Fw CTTAAGCTTATGGCGGAAGGCGGCAGCAA
Dsk2 Rev GGCTCGAGTTAACTCAAGGACAACTGGTT
RNSi-hoz:

Dsk2-RNAI fw GCTCTAGAGATGGCCGACAATCCAGCC

GCTCTAGACAACGAGACCTGGGGCC
GCTCTAGACGTTGAAGTGCTGGCCACT
GCTCTAGAGTTGGCTTCGTTCTCTGCT

I1. A felhasznalt Drosophila torzsek azonositéja. tulajdonsiaga és egyszerusitett genotipusa:

C18: olyan P-elem inszercios alaptorzs, amely az UAS szabalyozasa alatt allé (p54 C-terminalis
fél) CTF-et kddold DNS szekvenciat hordozza. (W'*8; 1f/CyO; P{UAST-p54-CTF})
8SC: olyan P-elem inszercids alaptorzs, amely az UAS szabalyozasa alatt allé Strep-p54-CTF-et
kédolé DNS szekvenciat hordozza. (W***8; If/CyO; P{UAST-Strep-p54-CTF})
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AK: olyan P-elem inszercios alaptorzs, amely az UAS szabalyozésa alatt allo, termindlis lizineket
nem tartalmazé Strep-p54-CTF-AK-t kddolé DNS szekvenciajat hordozza. (w**'®; If/CyO;
P{UAST-Strep-p54-CTF-4K})

Strep-p54(7): olyan P-elem inszercios alaptorzs, amely az UAS szabalyozésa alatt &ll6 Strep-
p54-et kddold DNS szekvencijat hordozza. (WH'%; 1f/CyO; P{UAST-Strep-p54})

Strep-p54(7)/Dsk2™: olyan P-elem inszercids alaptérzs, amely az UAS szabélyozésa alatt all6
Strep-p54-et, valamint Flag-Dsk2-t kddold DNS-ek szekvenciait hordozza. (W''®; P{UAST-
Flag-Dsk2}; P{UAST-Strep-p54})

Strep-p54(7)/Dsk2™%: olyan P-elem inszercids alaptérzs, amely az UAS szabalyozasa alatt &llo
Strep-p54-et, valamint Flag-Rad23-at kédol6 DNS-ek szekvenciait hordozza. (w*''?;
P{UAST-Flag-Rad23}; P{UAST-Strep-p54})

Strep-NTF: olyan P-elem inszercios alaptorzs, amely az UAS szabalyozasa alatt all6 Strep-p54-

NTF-et kddolé6 DNS szekvenciéjat hordozza. (w'''®; 1f/CyO; P{UAST-Strep-p54-NTF})

ARNSI: glyan P-elem inszercids alaptorzs, amely da-Gal4-gyel bekeresztezve Pros54-specifikus

(p54) dsRNS-t termel, mellyel a Pros54 transzkriptum eliminalasat idézi el6 (RNS
interferencia). (w; P{UAST-p54(dsRNS)}, MKRS/TM6BTbHu)

Ap54: a p54-et kodold Pros54 delécids null-muténsa (w; +; APros54/TM6bThHu, GFP)

Dsk2"NS: olyan P-elem inszerciés alaptérzs, amely da-Gald-gyel bekeresztezve Ubiquilin-
specifikus (Dsk2) dsRNS-t termel, mellyel az Ubiquilin transzkriptum eliminalasat idézi el6
(RNS interferencia). (w; P{UAST-Dsk2(dsRNS)}, MKRS/TM6BTbHu)

Dsk2™2%: olyan P-elem inszerciés alaptorzs, amely az UAS szabélyozésa alatt 4ll6 Flag-Dsk2-t
kodold DNS szekvenciat hordozza (w; P{UAST-Flag-Dsk2}, MKRS/TM6BTbHu)

Rad23™MS: olyan P-elem inszerciés alaptorzs, amely da-Gald-gyel bekeresztezve Rad23-
specifikus dsRNS-t termel, mellyel a Rad23 transzkriptum eliminalasat idézi el6 (RNS
interferencia). (w; P{UAST-Rad23(dsRNS)}, MKRS/TM6BTbHu)

Rad23™: olyan P-elem inszercios alaptorzs, amely az UAS szabélyozésa alatt all6 Flag-Rad23-
at kddol6 DNS szekvenciat hordozza (w; P{UAST-Flag-Rad23}, MKRS/TM6BTbHu)
da-Gal4: olyan meghajté torzs, amely minden szovetben és fejlodési allapotban Gal4

transzkripcios faktort termel. (W***%; +; P{da-Gal4})

da-Gal4/C18: a C18 és da-Gald keresztezésével létrehozott torzs, amely minden szdvetben és
fejlédési allapotban nagy mennyiségii CTF transzgénikus fehérjét termel. (W'%; CyO/+;
P{da-Gal4}/ P{UAST-p54-CTF})

da-Gal4/8SC: a 8SC és da-Gal4 keresztezésével létrehozott torzs, amely minden szdvetben és
fejlodési allapotban nagy mennyiségii Strep-p54-CTF transzgénikus fehérjét termel.w'!'®;
CyO/+; P{da-Gal4}/ P{UAST-Strep-p54-CTF}

da-Gal4/AK: a AK és da-Gald keresztezésével létrehozott torzs, amely minden szdvetben és
fejlédési allapotban nagy mennyiségli Strep-p54-CTF-AK transzgénikus fehérjét termel.
(w'8: 1f/CyO; P{da-Gal4}/ P{UAST-Strep-p54-CTF-AK})

p5
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da-Gal4/Strep-p54(7): a Strep-p54(7) és da-Gal4 keresztezésével létrehozott torzs, amely
minden szovetben és fejl6dési allapotban nagy mennyiségli Strep-p54 transzgénikus
fehérjét termel. (W''*8; CyO/+; P{da-Gal4}/ P{UAST-Strep-p54}

da-Gal4/Strep-NTF: a Strep-NTF és da-Gal4 keresztezésével létrehozott torzs, amely minden
szovetben ¢és fejlodési allapotban nagy mennyiségii Strep-NTF transzgénikus fehérjét
termel. (W'*8; CyO/+; P{da-Gal4}/ P{UAST-Strep-p54-NTF})

Gal80"”°/da-Gal4/C18: olyan indukalhatd torzs, amelyben a termelédé Gald transzkripcids
faktort 19-25°C-on gatolja a Gal80"% represszor, igy nem termel CTF transzgénikus
fehérjét. Permissziv hémérsékleten (30°C) a represszor levélik a Gal4-r6l és beindul a p54-
CTF termelddése. (W8; P{tubP-Gal80"}20; P{UAST-p54-CTF},P{da-Gal4})

da-Gal4/Dsk2™%9: Dsk2M29 és da-Gal4 keresztezésével létrehozott torzs, amely minden szovetben
és fejlédési allapotban nagy mennyiségli Flag-Dsk2 transzgénikus fehérjét termel. (w'''®;
P{UAST-Flag-Dsk2}/+; P{da-Gal4}/MKRS}

da-Gal4/Rad23™: a Rad23™9 és da-Gal4 keresztezésével létrehozott térzs, amely minden
szovetben és fejlodési allapotban nagy mennyiségli Flag-Rad23 transzgénikus fehérjét
termel. (W''*8; P{UAST-Flag-Rad23}/+; P{da-Gal4}/MKRS}

da-Gal4/p54™™": a Pros54 (p54) transzkriptum mennyiségét minden szovetben és fejlodési
allapotban csokkentd torzs (W8; P{UAST-p54(dsRNS)}, P{da-Gal4}/MKRS})

da-Gal4/Dsk2™™%: az Ubiquilin (Dsk2) transzkriptum mennyiségét minden szovetben és
fejlodési allapotban csokkentd torzs (W; P{UAST-Dsk2(dsRNS)}, P{da-Gal4}/MKRS})

da-Gal4/Rad23™ " az Rad23 transzkriptum mennyiségét minden szovetben és fejlodési
allapotban csokkentd torzs (W®; P{UAST-Rad23(dsRNS)}, P{da-Gal4}/MKRS})

da-Gal4/Strep-p54(7)/Dsk2™%: a Strep-p54(7)/Dsk2™ és da-Gal4 keresztezésével létrehozott
torzs, amely minden szovetben és fejlédési allapotban nagy mennyiségii Strep-p54 és Flag-
Dsk2 transzgénikus fehérjét termel. (w'**®; P{UAST-Flag-Dsk2}/+; P{da-Gal4}/ P{UAST-
Strep-p54}

da-Gal4/p54~"5'/Dsk2RN': a Pros54 (p54) és Ubiquilin (Dsk2) transzkriptumok mennyiségét
minden szdvetben és fejlddési allapotban csokkentd torzs (WH8; P{UAST-Dsk2(dsRNS)},
P{da-Gal4}/P{UAST-p54(dsRNS)).

da-Gal4/Strep-p54(7)/Rad23™: a  Strep-p54(7)/Rad23™9 és da-Gald keresztezésével
létrehozott torzs, amely minden szdvetben €s fejlodési allapotban nagy mennyiségli Strep-
p54 és Flag-Rad23 transzgénikus fehérjét termel. (w'**®; P{UAST-Flag-Rad23}/+; P{da-
Gal4}/ P{UAST-Strep-p54}

da-Gal4/p54~"NS/Rad23"N": a Pros54 (p54) és Rad23 transzkriptumok mennyiségét minden
szdvetben és fejlddési allapotban csokkentd torzs (W'?; P{UAST-Rad23(dsRNS)}, P{da-
Gal4}/P{UAST-p54(dsRNS)).
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