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BEVEZETES

Az eukariota sejtek megfeleld homeosztazisanak fenntartasaban kiemelkedd
szerepe van az ubiquitin-proteaszdma degradaciés rendszernek. Ez a biokémiai
apparatus végzi a funkciot vesztett, rovid féléletidejii regulator fehérjék specifikus,
kvantitativ és gyors eltavolitasat, de a fehérje minéség-ellendrzés részeként szerepe
van az irreverzibilisen denaturalédott proteinek lebontasaban is. A folyamat elsé
lépése az ubiquitin-ligaz enzimkaszkéad, amely felismeri a lebontandd fehérjét, és
egy specialis poliubiquitin lancot kapcsol annak valamely lizinjére. Ezt a
degradacids jelet az un. poliubiquitin receptorok ismerik fel és kétik meg, majd a
szubsztratot végs6 allomasukra, a proteolitikusan aktiv 26S proteaszomahoz
széllitjadk. A 26S proteaszoma két alkomplexumbol tevédik Gssze: a degradaciot
végz6 katalitikus magbdl és a szabalyozasért felelés 19S regulator komplexumbdl.
Ez utdbbi feladata a poliubiquitin receptorok szallitotta szubsztratok megkotése,
deubiquitilalasa, letekerése és bejuttatasa a katalitikus magba.

A proteaszomakutatas egyik legvitatottabb és legellentmondasosabb teriilete a
poliubiquitin receptorok miikddési mechanizmusa. Ennek oka, hogy habér orisi
ismeretanyag all rendelkezésiinkre foként az éleszté poliubiquitin receptorainak
miikodését illetden, mindmaig nem értjiik, hogy miként ismerik fel specifikus
szubsztratumaikat, hogyan lépnek egymassal és a proteaszdmaval kdlcsonhatasba.
Elesztében 6t kiilonbozé poliubiquitin receptort talaltak. Ezek koézil az Rpni0,
amely egyetlen ubiquitin-interakciés motivumaval (UIM), és az Rpnl3, amely
kiterjedt pleckstrin-szeri doménjével (Pru) koti meg a poliubiquitilalt fehérjéket, a
proteaszoma regulator komplexének sajat alegységei. Az Rpn10 N-terminalis von
Willebrand-A (VWA) doménjével, mig az Rpnl3 Pru doménjével kotédik a
proteaszomahoz. A masik harom receptor (UBA/UBL fehérjék: Rad23, Dsk2 és
Ddil) viszont a proteaszométdl fiiggetlen, monomer fehérje, melyek ubiquitinnel
kolcsénhatd doménjiikkel (UBA) koétik meg a szubsztratokat, mig ubiquitin-szer(i
domeénjiikkel (UBL) ideiglenesen a proteaszomahoz kapcsolddnak. Eleinte, foként

élesztében végzett kisérletek alapjan gy gondoltak, hogy a poliubiquitin



receptorok dsszegyiijtik a poliubiquitilalt fehérjéket, majd a 19S regulator komplex
nagykiterjedésiit Rpn1/Rpn2 alegységek alkotta dokkolé felszinéhez kapcsolddnak.

Az utébbi iddben szamos olyan eredmény latott napvilagot, ami arra utalt,
hogy a magasabbrendii eukariotak poliubiquitin receptorai szerkezetileg és
miikddési mechanizmusuk szerint is eltérhetnek éleszt6 ortologjaiktol. Tobbek
kozétt kiderdilt, hogy az Rpn10 Drosophila ortolégja a p54, amely a proteaszoma
esszencialis alegysége (élesztében nem), két extra UIM-ot és egy
magasabbrendiiekben konzervalt terminalis lizin kazettat tartalmaz. Tovabba
egérben kimutattdk, hogy differencialis splicing-gal ontogenezis-specifikus Rpn10
valtozatok jonnek létre, amelyekben a két UIM kombinalddik, — hianyukban az
allat embrid korban elpusztul. Emberben pedig két szerkezetében kiilonbozé, de
esszencialis Rpn10 paralogot talaltak, melyek koziil az S5a kélcsonhatasha 1ép az
egyik extraproteaszomalis poliubiquitin receptorral, a Rad23-mal. Ezen
megfigyelésekbdl kiindulva el6szor magasabbrendiiekben, majd késébb élesztdben
is kimutattdk, hogy az UBA/UBL poliubiquitin receptorok proteaszémahoz
kapcsolddasa szigortan szabalyozott folyamat, valamint a receptorok dnmagukra
és egymasra hatnak, és specifikus szubsztratkorrel rendelkeznek.

Ma mér tudjuk, hogy a poliubiquitin receptorok tobb szinten megvaldsuld
szabalyozésa fajonként részben azonos, részben azonban drasztikusan eltérd
elemekbdl is allhat az él6lény igényeinek megfeleléen. Habar a poliubiquitin
receptorok milkodési mechanizmusa intenziv kutatds targya, mindmaig nem
sziiletett olyan modell, amely az ubiquitin-proteaszéma rendszer ezen fontos

elemeinek milkddési mechanizmusat részletesen bemutatna.

CELKITUZESEK

Korabbi in vitro kisérleteinkb6l tudtuk, hogy a Drosophila melanogaster
(ecetmuslica) proteaszoma p54 alegysége exogén cink hatasara képes disszocialni
a proteaszoma regulator komplexérél, amit a 26S proteaszoma alkomplexumaira

torténd szétesése és teljes inaktivalodasa kovet. Extraproteaszomalis allapotaban a



p54 kolcsdnhatasba 1ép fehérjemodositd enzimekkel. A folyamat reverzibilis,

ugyanis a cink elvonasat kovetben a proteaszoma Osszeszerelddik, a p54 pedig

visszaépll a regulator komplexumba létrehozva az aktiv 26S proteaszémat. Ezt a

folyamatot a p54 alegység ingazasanak nevezziik. A p54 alegység lehetséges in

vivo ingazasat két tovabbi megfigyelésiink is valdsziniisitette:

1.

Kimutattuk, hogy a muslica embrid-larva heterogén keverékébdl
homogenitasig  tisztitott 26S  proteaszomaban a p54  alegység
szubsztochiometrikus mennyiségben volt jelen. Ezzel szemben a korai
embriokbol preparalt 26S proteaszoméban a p54, mint sztéchiometrikus
alegység jelent meg. Ez a felfedezés arra utalt, hogy a proteaszéma p54
koncentracidja az egyedfejlodés kiilonbozd szakaszaiban eltérd, azaz a p54 a
proteaszoma dinamikusan véltoz6 alegysége.

Keresztkdtési kisérletinkben kimutattuk, hogy a p54 ATP jelenlétében két
kiilonb6z6 konforméacids valtozatban van jelen az ép 19S regulator
partikulumban. Ez a megfigyelés, valamint az a tény, hogy a p54
kolcsénhatasba 1ép egy fehérjemodifikacioban résztvevd enzimmel, azt
sugallta, hogy a p54 posztszintetikus modosulason mehet keresztiil, ami

elGsegitheti az alegység in vivo ingazasat és extraproteaszmalis szerepét.

A fenti megfigyelések alapjan a kovetkezé kutatasi célokat tliztik Ki:

Létrehozni egy transzgénikus muslicak alkotta vizsgélati rendszert, amelyben
a p54 alegység sorsat in vivo nyomon kdvetve bizonyithatjuk vagy elvethetjiik
a p54 sejten bellili ingazasanak elméletét. Célunk volt olyan, a p54 kiilonb6z6
domeénjeit taltermeld transzgénikus allatok létrehozasa, amelyek segitségével
az endogén p54 extraproteaszomalis tartézkodasi ideje és moléris mennyisége
novelhetd. Ha ez sikeriilne, lehet6vé valna az in vivo disszocialt p54-en
lejatszodott médosulasok azonositasa (ha van ilyen), és a p54 kélcsdnhato
partnereinek és extraproteaszOmalis szerepének vizsgalata. Ehhez két
stratégiat valasztottunk: feltételeztik, hogy ha nagy mennyiségben

thltermeltetjiik a p54-et vagy annak N-termindlis felét, amely a proteaszéma-



k6t6 vWA domént hordozza, akkor a transzgénikus fehérjék leszorithatjak az
endogén p54-et a proteaszomardl az ingazas folyaman. A masik elképzelésiink
szerint a p54 C-termindlisanak tdltermelése a VWA domén hianydban a
transzgénikus fehérje extraproteaszomalis feldGsuldsat okozna, ami
modellezhetné az endogén p54 disszocialt allapotat.

Megvizsgalni, hogy a p54 alegység koncentracioja hogyan alakul a
Drosophila ontogenezise folyaman, és ezt milyen biokémiai rendszerek
szabalyozzak?

Megvizsgalni, hogy az esszencialis p54 alegység mellett milyen mas
poliubiquitin receptorok miikddnek a muslicdban, és azok milyen funkcionalis
egységekkel rendelkeznek? Ennek eldontésére in vitro pull-down és in vivo

transzgénikus muslicdkkal végezhet6 kisérleteket terveztiink.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

In vitro médszerek:

Adatbazisok és predikcios programok kezelése (NCBI, EBI, FlyBase, 1UPred,
dsCheck)
In vitro DNS rekombinacids technikak: klénozas, rekombindns DNS-ek
létrehozésa, cDNS szintézis
Nukleinsav preparalas (genomi DNS, mRNS, cDNS, plazmid)
Polimeraz lancreakcid, szemikvantitativ reverz transzkripcioval kapcsolt PCR
Fehérjepreparalas bioldgiai mintabol
Fehérje tisztitasi technikak:

Endogén és rekombinans fehérjék kromatografias tisztitasa

Gélsziirési kromatogréafia (FPLC)

Affinitaskromatografias tisztitasi eljarasok

Toncseréld kromatografia

Hidrofob kolcsonhatasi kromatogréafia



- Fehérjék elektroforetikus elvalasztasa (Nativ-PAGE, denatural6 (SDS)-PAGE és
2D-1EF-SDS-PAGE)

- Fehérjék azonositasa:
Fehérjéket specifikusan felismer6 ellenanyagok készitése és immunoblot
Fehérjék kimutatasa kiilonbozo festési eljarasokkal

- Fehérje-fehérje kolcsdnhatasok és fehérje maédositasok kimutatasa:
Immunoprecipitacio
Kémiai keresztkotés
Pull-down kisérletek rekombinans és endogén fehérjékkel
Tomegspektrometriai analizis (el6készités)

In vivo médszerek:

- P-elem inszercids transzgénikus Drosophila torzsek létrehozasa:
Transzgénikus fehérjék indukalt (UAS-Gal4) termeltetése
Indukalt (UAS-Gal4) géncsendesités (RNS interferencia)

- Szinkronpetéztetés

- Genetikai interakcios kisérletek

EREDMENYEK

1) A Drosophila melanogasterben harom f6 poliubiquitin receptor miikodik.

Genomi adatbazisok segitségével, szekvencia és szerkezeti homoldgia alapjan
kimutattuk, hogy a Drosophildban megtalalhaté mind az &t élesztében kimutatott
poliubiquitin receptor ortoldg (p54 és Rpn13, Rad23, Dsk2 és Ddil). Embriébdl és
larvabdl preparalt 6ssz RNS-b6l cDNS konyvtarat készitettink, majd specifikus
oligonukleotid primerekkel, PCR-rel amplifikiltuk a feltételezett receptorok
cDNS-ét. GST-hez fuzionalt rekombinans fehérjékkel affinitdskromatografias pull-
down kisérletekben elvégeztiik a receptor-domének funkcionalis térképezését, és
kimutattuk, hogy muslicaban harom {6 poliubiquitin receptor talalhato (p54, Rad23
és Dsk2). Ezek koziil a p54 proteaszéma alegység harom UIM-aval, mig a Dsk2

egy, a Rad23 pedig két UBA doménjével képes a poliubiquitilalt fehérjék



megkdotésére. Habar a Ddil és Rpnl3 fehérjék muslicaban is megtalalhatéak, és
rendelkeznek az élesztdé ortologjaikra jellemzé doménekkel, jelenlétik nem
esszencialis, és a poliubiquitilalt fehérjék kotésében sem vesznek részt jelentds
mértékben. Kiegészitve az in vitro eredmeényeinket transzgénikus (RNS-
interferencia és fehérje tltermeltetés) Drosophilakkal végzett kisérletekkel, in vivo
rendszerben is igazoltuk, hogy a muslica f6 poliubiquitin receptorai a p54, Rad23
és Dsk2, igy a tovabbiakban ezekkel foglalkoztunk.

2) A _poliubiquitin _receptorok Kkoncentracidja valtozik az egyedfejlédés

folyaman.
Szinkronizalt kort, 15 kiilonb6zo fejlédési stadiumbol (embrio; L1, L2 és L3

larvék, babok és kifejlett imagok) szarmazé bioldgiai mintabol nyert dsszfehérje-
extraktumokat készitettiink, majd SDS-PAGE-t kéveté immunoblot kisérletben
megvizsgaltuk a proteaszoma alegységosszetételét. Kimutattuk, hogy a p54
poliubiquitin receptor magas koncentracidban van jelen az embriondlis, bab- és
adultkori 26S proteaszémaban, mig az ontogenezis larvalis szakaszaban (L1, L2 és
korai L3) a mennyisége hirtelen lecsokken, és csak a larvastadium legvégén (kései
L3) kezd Gjra felhalmozodni. Kimutattuk, hogy a Rad23 és Dsk2 koncentracioja is
hasonldan alakul a muslica egyedfejlédése folyaman, amit meglepetésiinkre nem
kdvet a poliubiquitilalt szubsztratok larvakori felhalmozddasa. Feltételezésiink
szerint a poliubiquitin receptorok larvaéllapotbeli eliminacidja a 26S proteaszéma
rendszer inaktivalodasahoz vezet, melynek biologiai jelentdségét ma még nem

ismerjuk pontosan.

3) A poliubiguitin _receptorok szelektiven degradalédnak az ontogenezis

larvalis szakaszaban.

Szemikvantitativ reverz transzkripcioval kapcsolt PCR  segitségével
megallapitottuk, hogy a p54, Rad23 és Dsk2 mRNS-ek mennyisége nem valtozik
az egyedfejlédés folyaman, azaz koncentracio-valtozasuk nem transzkripcionalisan

szabalyozott. Kimutattuk, hogy a poliubiquitin receptorok degradalodnak a larvalis



szakaszban (proteolitikus szabalyozas), amelynek hatterében egy szerin-proteaz
enzim all. Ezt az enzimet larva-extraktumbdl homogenitasig tisztitottuk és
témegspektrometriai modszerrel azonositottuk. Habér in vivo és in vitro jellemzése
jelenleg is folyik, megallapitottuk, hogy az enzim jelenléte esszencidlis, valamint a
legkorabbi larvastidiumban fejez6dik ki el6szor, €s aktiv marad egészen a
harmadik larvastadium végéig. A proteaz aktivitdsa a larvastadium legvégén
lecstkken, melynek hétterében génjének alacsony kifejezédése és egy specifikus
inhibitor (melynek azonositasa most folyik) megjelenése all.

A poliubiquitin receporok larvastadium-specifikus eliminacidja a proteaszéma
rendszer inaktivalédasanak ,,legolcsdbb” maodja, amely jelenségnek a fizioldgiai
szerepét ma még nem ismerjik. Feltételezésiink szerint a larvakorban megvaltozott
kornyezeti feltételek miatt kikapcsol a proteaszdma rendszer, és a szubsztratjait,
amelyek ebben a stadiumban fbleg irreverzibilisen denaturalodott fehérék,

larvaspecifikus szerin-protedzok bontjék le.

4) A p54-nek csak a C-terminalis része degradalodik az egyedfejlédés folya-

man

Kisérleteink azt igazoltdk, hogy a p54 degradacidja soran a fehérje N-
terminalis része sértetlen marad. Predikcids programokat alkalmazva kiderdilt, hogy
a p54 C-terminalisa rendezetlen szerkezetii, amit kisérletesen rekombinans fehérjék
felhasznalasaval igazoltunk is. Kimutattuk, hogy az altalunk azonositott szerin-
protedz a p54 C-terminélis rendezetlen szerkezetii elemeire specifikus, és csak azt
emeszti le. Hasonldan a p54-hez a Rad23 és Dsk2 interdomén szakaszait is hasonld
rendezetlenség jellemzi (predikcid), ami magyaradzhatja a poliubiquitin receptorok

eliminécigjat végz6 szerin-protedz hatdsmechanizmusat.

5 A vWA domén jelenlétében a p54 és p54 N-terminalis transzgénikus

fehérjék beépiilnek a proteaszémaba.

Transzgénikus Drosophildkat hoztunk létre, melyekben az UAS-Gal4

rendszert alkalmazva taltermeltettiik a p54 teljes hosszlsagu és N-terminalis felét



kilon-kilon. A kisérlet célja az volt, hogy a VWA domént hordozd, nagy
mennyiségben felhalmozddé transzgénikus fehérjék kiszoritsak az endogén p54-et
a proteaszémarol, amely ezéltal extraproteaszomalisan stabilizalodik és
vizsgalhatova valik. Habar mindkét transzgénikus fehérje kvantitative beépiilt a
268 proteaszomaba, amit gélsziirési kromatografiaval és immunoblottal igazoltunk,
a transzgénikus fehérjék nem tudtdk Kkiszoritani az endogén p54-et a
proteaszomabol, mert expresszios szintjiik alacsony volt. Igy kell6 mennyiségii
funkcidképes proteaszéma volt az éallatok életben maradasahoz. Kozvetett kisérleti
eredményeink alapjan ugy Vvéljiik, hogy a transzgénikus fehérjék alacsony szinten
torténd termelddésének f6 oka a proteaszoma gének Gsszehangolt szabalyozésa,
amely megakadalyozta a transzgénikus fehérjék endogén p54-nél nagyobb

mennyiségl kifejezodését.

6) A pb54 C-termindlis _transzgénikus fehérje extraproteaszdmalisan

halmozodik fel, konzervalt termindlis lizinjein ubiquitilalodik, és az

allatok pusztulasat okozza.

A transzgénikus Drosophilakban taltermeltetett p54 C-terminalis fél (p54-
CTF) az endogén p54-hez képest nagy molaris koncentracidban fejezédott ki, és az
allatok kései larvakorban bekovetkez6 pusztulasat okozta. Gélsziirési
kromatogréafiaval bizonyitottuk, hogy a VWA domén hianyaban a p54-CTF nem
éplilt be a 19S regulator komplexumba, hanem kizarolag extraproteaszomalisan
halmozddott fel, igy alkalmasnak tartottuk az endogén p54 feltételezett disszocialt
forméajanak modellezésére.

A transzgénikus allatok larvaibél affinitaskromatografia segitségével
tisztitottuk a Strep-cimkével fuzionalt p54-CTF fehérjét és annak kovalensen
modositott formait. Kétdimenzids IEF-SDS-PAGE-t kovetd tdmegspektrometriai
elemzéssel igazoltuk, hogy a p54 C-termindlisa in vivo ubiquitilalédik az
extraproteaszomalis tartézkodasa folyaman. In vivo féléletidés vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy a p54-CTF ubiquitilacioja nem degradacios jel (nem poliubiquitin-

lanc), hanem mono- és/vagy multiubiquitilacié. Minthogy az ubiquitilaciohoz lizin



aminosavakra van szilikség, megvizsgaltuk a p54 szekvenciajat, és kimutattuk,
hogy a magasabbrendii eukariotak p54 ortologjaihoz hasonldan egy hét lizinb6l
allo lizin-kazetta taldlhaté a fehérje karboxi-terminalis végén. Transzgénikus
muslicakban  termeltetett  lizin-kazetta  mentes  p54-CTF-AK  fehérje
affinitastisztitasdval igazoltuk, hogy a terminalis lizinek szilkségesek és
elégségesek ahhoz, hogy a p54 fehérje extraproteaszémalis tartdzkodasa folyaman
ubiquitilalédjon. Mivel a p54-CTF-AK termel6 allatok életképesek voltak, a p54-
CTF extraproteaszomdlis felhalmozodasa csak a termindlis lizinek permanens
ubiquitilalédasa miatt okozhatta az allatok pusztulasat. Ez pedig azt feltételezi,
hogy ha az ubiquitildlt p54 darab hossz( ideig és tartésan van jelen az
extraproteaszomalis térben, valamilyen esszencialis biokémiai folyamatot zavar

meg.

7) A p54-CTF gétolja a poliubiquitin receptorok fejlddésstadium-specifikus

szabalyozasat végzé szerin proteazt.

In vitro degradacios kisérletekben igazoltuk, hogy az extraproteaszomalisan
felhalmozaodott és terminalis lizinjein multiubiquitilalédott p54-CTF transzgénikus
szerin-proteaz kifejez6dését. Ennek kovetkeztében a receptorokra specifikus
szerin-protedz aktivitas a normalishoz viszonyitva egy korabbi larvaallapotban
sziint meg, ami pedig a f6 poliubiquitin receptorok korai felhalmozodasahoz és a
proteaszoma rendszer ido eldtti reaktivaciojahoz vezetett. Ennek kovetkeztében az
allatok elpusztultak. Kozvetett és kozvetlen kisérleti megfigyeléseink alapjan ugy
gondoljuk, hogy a szerin-protedz rendszer és a p54 posztszintetikusan mddositott
formai kolcséndsen, de negativan szabalyozzak egymast, melynek lényege az
ubiquitin-proteaszéma rendszer aktivitdsdnak finom-hangoldsa a muslica

ontogenezise folyaman.



8) A p54-CTF gatolja a poliubiquitilalt fehérjék proteaszémalis degradacio-
iat.
Meglep6 modon a p54-CTF transzgénikus fehérje hatasaként, a

megndvekedett poliubiquitin receptor koncentracio ellenére, a poliubiquitilalt
fehérjeszubsztratok is feldusultak a korai larvastddiumokban. Ezt a latszélagos
ellentmondast in vitro kisérleteinkkel oldottuk fel. Gélsziirési kromatografiaval
igazoltuk, hogy az extraproteaszdmalisan stabilizalddott p54-CTF harom UIM-a
révén megkototte és csapdaba ejtette az endogén p54 szubsztratjait, valamint a
Dsk2 poliubiquitin receptort. Mivel a p54-CTF nem tud beépiilni a proteaszémaba,
az endogén p54 és Dsk2 szubsztratjai nem jutnak el a proteaszomahoz és nem
bomlanak le a larvakor végén, ami poliubiquitilalt fehérjék felhalmoz6déasahoz és

az allatok pusztulasahoz vezet.

9) A Drosophila Dsk2 a p54-en keresztiil kotodik a proteaszomahoz.

Mivel az extraproteaszomalis p54-CTF csapdaba ejtette az endogén Dsk2-t (és
szubsztratjait), in vitro pull-down kisérletekkel megvizsgaltuk, hogy az ismert
Drosophila poliubiquitin receptorok képesek-e kolcsonhatni egymés szerkezeti
elemeivel? Kimutattuk, hogy a Dsk2 N-terminalis ubiquitin-szerti doménje (UBL)
nagy affinitdssal kotédik a p54 C-termindlisanak harmadik UIM-&hoz. Ezt
kdvetben igazoltuk, hogy a p54 null-muténsokbdl (vagy a p54 RNS-interferenciéas
transzgénikus allatokbol) izoldlt proteaszémahoz a p54 hidnyaban nem képes
ko6tédni sem az endogén Dsk2, sem pedig az affinitdsoszlophoz kététt rekombinans
Dsk2 vagy annak UBL doménje (vad tipusl, p54-et tartalmaz6 proteaszdmahoz
kotddnek). Mig a p54 és Dsk2 kozotti er6s kdlcsdnhatast in vivo genetikai
interakcids vizsgalataink is alatamasztottak, addig a p54 és Rad23 kozott csak
gyenge fizikai és genetikai kapcsolatot lehetett kimutatni.

In vitro és in vivo kisérleteink eredményei alapjan Kkijelenthetjik, hogy
szemben az éleszté modellel, ahol a poliubiquitin receptorok a proteaszéma
Rpnl/Rpn2 felszinéhez ko6tédnek, Drosophilaban a Dsk2 extraproteaszémalis

poliubiquitin receptor a p54 UIM-an keresztiil kapcsolédik a 26S proteaszémahoz.

10



OSSZEFOGLALAS

Kimutattuk, hogy a Drosophila harom f6 poliubiquitin receptora a p54
proteaszoma alegység, valamint a Dsk2 és Rad23 extraproteaszémalis fehérjek
koncentracidja fejlddésstadium-specifikusan szabalyozddik. Embrid-, béb- és
adultkorban a receptorok nagy mennyiségben vannak jelen a sejtben, ami az
ubiquitin-proteaszma rendszer magas szintli aktivitisara utal. Feltételezésiink
szerint ezekben a fejlédési allapotokban egy specifikus ubiquitin-ligaz hatdsara a
proteaszoma p54 alegységének konzervalt terminalis lizinjei ubiquitilalédnak,
minek kovetkeztében a fehérje konformdcidvéaltozast szenved és disszocial a
proteaszoOmarol. Az ubiquitilacionak feltehetGen szerepe van a p54 C-
terminalisanak stabilizalasaban és citoszolikus proteazokkal szembeni védelmében
is. Mivel a p54 disszociacids-asszociacids egyensllya a reasszociacid iranyaba
tolodik el, extraproteaszomalis tartézkodasi ideje extrém rovid. Disszocialt
allapotban UIM1 és UIM2 motivumaival koti meg sajat specifikus poliubiquitilalt
fehérjéit, mig harmadik UIM-aval kdlcsonhatasba Iép a szubsztrattal t6ltott Dsk2
ubiquitin-szerii (UBL) doménjével. Az ires Dsk2 UBL szerkezeti elemét sajéat
ubiquitinnel koélcsonhatd (UBA) doménje nagy hatékonysaggal koti (és ezaltal
elérhetetlenné teszi). Miutan az UBA domén nagyobb affinitassal kapcsolodik a
poliubiquitin I&nchoz, mint az UBL doménhez, a szubsztrat megkotését kovetden
felszabadul a Dsk2 UBL doménje és kdlcsonhatasba Iép a p54 harmadik UIM-4val.
Igy a p54 csak és kizardlag a szubsztrattal toltott Dsk2-t képes megkoti. Ezt
kovetden a p54 deubiquitilalédik, és dajkafehérjék segitségével visszakotédik a
proteaszoma regulator komplexének felszinére. A visszaépiilés folyaman
beszéllitja sajat és a Dsk2 szubsztratjait a degradacios apparatusnak, amit a
szubsztrat lebontasa és a Dsk2 disszociécidja kdvet. A p54 ingézéasanak praktikus
elénye, hogy a visszaépiilés folyaman két poliubiquitin receptor szubsztratja

egyidejlileg keriil a proteaszomahoz.
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Lérvaban, amikor az allat megvaltozott kdrnyezeti kdrilmények kozott él,
kevesebb poliubiquitilalt fehérje keletkezik, amit a proteaszOma rendszer
aktivitdsanak csokkenése kovet. Ennek legegyszerlibb és legolcsobb modja a
poliubiquitin receptorok degradacidja. Larvaban aktivalodik egy esszencialis
szerin-protedz, amely szelektiven képes felismerni és lebontani a szabad és
proteaszomahoz kotétt poliubiquitin receptorok rendezetlen szerkezetli részét, ami
a receptorok és a proteaszOma rendszer gyors inaktivalodasahoz vezet.
Feltételezéseink szerint larvakorban, amikor a hipoxias életmodnak koszonhetGen
megné az irreverzibilisen denaturdlodott fehérjék mennyisége, aktivalodik egy sor
specialis szerin-protedz, amely a proteaszomanal hatékonyabban és gyorsabban
képes lebontani a veszélyes termékeket. A larvakor végén, transzkripcios
szabalyozas eredményeként és egy specifikus inhibitor megjelenésével, gatlodik a
szelektiv szerin-proteaz aktivitas, minek kdvetkeztében a poliubiquitin receptorok
koncentracioja megné (hiszen az mRNS-iik véaltozatlan mennyiségben van jelen a
sejtekben). A feldlsult p54 ubiquitilalodik, és feltehetéen transzkripcionalisan
gatolja a lebontasit végzO szerin-proteaz tovabbi kifejezédését, elésegitve az
ubiquitin-proteaszoma rendszer gyors reaktivaciojat.

Habar még nem teljesen ismerjiik és értjik ennek a szabalyozasi folyamatnak
a bioldgiai jelentdségét, ugy gondoljuk, hogy az embri6 korban az erds mitotikus
aktivitas, a nagyfoka poliubiquitilalt fehérje termelédés, a bab stéddiumokban a
larvalis struktarék hisztolizise, valamint az adult llatok reproduktiv aktivitasanak
biztositasa magasabb poliubiquitin receptor koncentraciot igényel, mint a hipoxias

kornyezetben fejlodo larva szoveteinek miikodése.
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