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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A fehérjék poszttranszlacids ubikvitindlasa

Az €16 szervezetek sejtjei bonyolult mikroszkopikus gépezetként mitkodnek. A sejtek
felépitésében és mikodésében résztvevé molekulahdldzat 6sszehangolasat szabalyozd
mechanizmusok sokasaga Vvégzi. A kiilonboz6 sejtfolyamatokban résztvevd fehérjék
szerepeinek szabalyozasaban fontos szerepet toltenek be a poszttranszlacios maodositasok
(PTM-ek). A PTM-ek a transzlaciot koveté valtozasok, amelyek magukba foglaljak a fehérjék
enzimatikus hasitasat illetve funkciés csoportok és molekulak kovalens kotéssel vald
kapcsoléasat. Ezek befolydsolhatjak a fehérjék aktivitasat, lokalizacidjat, stabilitasat és mas
fehérjékkel valé Kkapcsolatat is, igy kulcsszerepet jatszanak szdmos sejtfolyamat
szabalyozésaban. Az egyik leggyakoribb poszttranszlacios modositasi forma az ubikvitinacid,
mely soran a célfehérjéhez egy vagy tobb ubikvitin molekula kapcsolodik kovalensen. Az
ubikvitin egy kis, 76 aminosav hosszu, globularis fehérje, mely szerkezetébdl kifolyolag stabil.
Az ubikvitin minden eukariota szervezetben és szdvetben megtalalhato, erre utal a neve is, ami
az angol ,,ubiquitous” (mindeniitt jelenlevd) szobol ered, amelynek gyokere a latin ,,ubique”
(mindenutt). Emellett az ubikvitin evoluciosan erdsen konzervalt, amire j6 példa az éleszto és
emlds ubikvitin kozotti alig harom aminosavnyi kiilonbség (Zuin és mtsai. 2014).

Az ubikvitinacid kovetkeztében a célfehérje sorsat a hozza kapcsol6dd ubikvitin
pozicidja illetve ubikvitin lanc hossza és topologidja hatdrozza meg, amit ubikvitin kédnak
nevezlink (Komander és Rape 2012). Az ubikvitin modositasnak szamos formaéja létezik, mint
a monoubikvitinacio, multi-ubikvitinacid, ahol tébb ubikvitin molekula kapcsolddik a fehérje
kiilonbozo lizinjeihez (K), illetve poliubikvitinacio, melynek eredményeképpen egy ubikvitin
polimer lanc jon létre. A poliubikvitin lanc hossza nagyon valtozo lehet, a kapcsol6do ubikvitin
molekulak szdma kett6t61 tobb mint tizig terjedhet. A lanc hossza mellett érdemes beszélni a
lanc topologiajardl is, amely meghatarozhatja, hogy milyen ubikvitin receptorok és
ubikvitinkotd domének ismerik fel a jelolt fehérjéket (Wang és mtsai. 2005). Az ubikvitin
lancok tipusat az ubikvitin azon lizinjének a pozicidja hatarozza meg, melyhez a sorban
kovetkezé ubikvitin molekula kotédik. Az ubikvitin aminosav-szekvencidja hét lizint
tartalmaz, melyek barmelyike szolgalhat kotOhelyiil a kovetkezd ubikvitin C-terminalis
glicinjének. Annak alapjan, hogy a lizinek hanyadikkent foglalnak helyet az ubikvitin
aminosav-szekvenciajaban K6, K11, K26, K29, K33, K48 és K63 tipusu kotésekrol beszEliink,
illetve M1 tipust kotésrél, ha a molekula N terminalis metioninja ubikvitindlodik. Abban az
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esetben, ha a poliubikvitin lancot alkoté molekulak mindig azonos pozicidban levé lizinhez
kotédnek, akkor uniform vagy homotipikus lancrdl beszéliink, mig a kiilonb6z6 pozicioban
levo lizineken keresztiili kapcsolodassal 1étrejovo lancokat heterotipikusnak nevezziik (Swatek
és Komander 2016; Yau és Rape 2016). Ezeken kivil létrejohetnek még eldgazo lancok,
amikor ugyanazon ubikvitin két kiilonboz6 lizinjérdl kiindulva is torténik lanchosszabbitas
(Kim és mtsai. 2007; Peng és mtsai. 2003). Az eddigi kutatasok leginkabb a homotipikus
lancok funkciojat tartak fel. Kozullk is a K48, ami a sejtben levé ubikvitin l&ncok tébb mint
50%-éat adja (Hershko és Ciechanover 1998a), és a K63 tipusu mddositasok szamitanak a
leggyakoribbnak.

Az ubikvitinkoté domének és ubikvitin receptorok specifikusak az egyes poliubikvitin
lanctipusokra, melynek az a magyarazata, hogy a kiilonb6z6 kotésekkel 1étrejott polimerek

kiilonboz6 konformaciot vesznek fel (1. abra).

A. K48-as tipusu poliubikvitin lanc

£7 o v'i = SRR
e W
RO\ 9 ‘ ‘E‘“‘v g9

B. K63-as tipusu poliubikvitin lanc

SO~
ol i P v
N ¢ 9 > C
; 7 \ -
LY k\")‘ = .f)\\ CQ
& P \& ) /\.\A y
wi» &«-"G\ J)
s -

1. &bra. A poliubikvitin lancok kompakt és nyitott szerkezete a K48-as és K63-as tipusu ubikvitin
oligomerek kristalyszekezete alapjan. A K48 kapcsolt tetraubikvitin semleges pH-n kompakt konformécidt vesz
fel (A, Eddins és mtsai. 2007), mig a K63 kapcsolt tetraubikvitin nyitott konformacioval rendelkezik (B, Datta és
mtsai. 2009).

Két tipust kilonboztetiink meg, kompakt polimereket (1A. abra), ide tartoznak a K48, K11 és
K6 tipusu poliubikvitin lancok, ahol az ubikvitin molekulak felszine kdzott kapcsolat van,
illetve nyitott polimereket (1B. abra), mint a K63 és M1 tipusu lancok, ahol a kapcsolddasi
pontokon kiviil nincs érintkez6 feliilet (Datta és mtsai. 2009; Eddins és mtsai. 2007; Ye és
mtsai. 2012). Ennek eredményeképpen a polimerek funkcidja is eltérd. A kompakt ubikvitint
tartalmazo lanctipusoknak elsédleges szerepe a fehérjék szelektiv lebontasanak szabalyozasa,
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mivel az intracellularis fehérjék degradaciojat végz6 proteaszoma felismeri és megkdoti oket.
A nyitott konformacioju lancokat ezzel szemben nem ismeri fel a proteaszéma, viszont szamos
kotopartnerrel rendelkezhetnek, melyek a lanc konformaciojabol adodo flexibilitast

kihasznalva egyfajta vazként hasznalhatjak azt.

1.2. Az ubikvitinacié

Az ubikvitinacio felfedezése az 1970-es évek kdzepére datélhatd, és a fehérjék
degradaciojaban jatszott szerepével all 6sszefliggésben. Avram Hershko, Aron Ciechanover és
Irwin Rose arra keresték a valaszt, hogy mi lehet az intracelluléaris fehérjék szelektiv
lebontasanak a héattérmechanizmusa, illetve hogyan lehet ez egy energiaigényes folyamat
annak ellenére, hogy a peptidkotesek hidrolizise exergonikus reakcio. Kisérleteik soran
megfigyelték, hogy a fehérjék lebontasanak az a feltétele, hogy egy kis, héstabil molekula (mint
késobb kideriilt az ubikvitin) egy ATP igényes folyamat kdvetkeztében kovalensen kotodik a
celfehérjéhez, ahol degradécids szignalkeént funkcional (Hershko és mtsai. 1983). Az ubikvitin
konjugéaciot egy haromlépeses enzimkaszkad végzi (2. abra), melynek az els6 1épése
energiaigényes, ugyanis az ubikvitin aktivalé (E1) enzim egy ATP molekula felhasznalasaval
aktivalja az ubikvitin C-terminalis glicinjét, mikozben tioészter kotést alakit ki a molekulaval.
Az ubikvitint ezutan atveszi az ubikvin konjugal6é (E2) enzim, melynek az a feladata, hogy
eljuttassa azt az ubikvitin-protein ligaizhoz (E3 enzim), amelynek kozremiikodésével
megtorténik a célfehérje ubikvitinacidja. Az E3 enzimek nagy része RING (Really Interesting
New Gene) finger domént hordoznak. Ezek az enzimek kozvetetten vesznek részt az
ubikvitindcidban, azaltal, hogy platformot biztositanak a folyamat szdmara. Az ubikvitint
hordozo E2 enzim és a célfehérje megkotésével térben kialakitjdk a megfelel6 poziciot az
ubikvitin transzferhez (Lorick és mtsai. 1999; Ozkan és mtsai. 2005). Az E3 enzimeknek
csupan egy kisebb csoportja, a HECT (Homologous to E6-associated protein C-terminus)
domént tartalmazo ubikvitin ligazok vesznek részt kzvetlenul a fehérjék ubikvitinaciojaban
(Huibregtse és mtsai. 1995). A HECT domén aktiv centrumaban levé cisztein és az ubikvitin
kozott tioészter kotés alakul ki, igy az ubikvitin transzfer az E3 enzimen keresztiil valosul meg.

Az ubikvitinacio soran az ubikvitin molekula C-terminalis glicinje és a szubsztrat egy
lizinje, vagy elsé metioninja kozott izopeptid kotés alakul ki. Ha a folyamat ezen a ponton ér
véget, akkor monoubikvitindciorol beszélink. Azonban az ubikvitin hét lizinjének

valamelyikéhez, vagy az els6 metioninjahoz ujabb ubikvitin molekulak kapcsolodhatnak, igy



poliubikvitin lancok alakulhatnak ki. A folyamat szubsztratspecifitasaért az E3 enzimek a
feleldsek, éppen ezért a harom enzim kozil ez alkotja a legnépesebb csoportot. Mig egy
eukaridta genomban csak egy (emberben két) E1 enzim, illetve néhany tucat E2 enzim kddolt,
addig tobb szaz E3 enzimet ismeriink, melyek tobb ezer fehérje ubikvitinaciojaért felelések. A

megjelolt fehérjéket felismeri €s megkdti egy nagyméretii €s igen dsszetett proteaz funkcioval

rendelkez6 komplex, a proteaszoOma, amely elvégzi a fehérjék lebontasat (Ciechanover, 2015;

Ub
szubsztrat

Hershko és Ciechanover, 1998).

©
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2. abra. A fehérje ubikvitinacid6 mechanizmusanak Iépései. Az E1, E2 és E3 enzimekbdl 4ll6 enzimkaszkad
egy ubikvitin molekulat kapcsol kovalensen a célfehérjéhez. A folyamat a fehérjék mono-, multi- illetve
poliubikvitinaci6jat eredményezheti.

Az ubikvitin nem csupan degradacios szignalként funkcionalhat, bar a felfedezését
kovetden ez a nézet még sokaig tartotta magat. Az ubikvitinacio, a jel6lés tipusatol fiiggden,
befolyasolhatja a fehérjék aktivitasat, lokalizaciojat illetve mas fehérjékkel vald
kolcsonhatasat, ezaltal fontos szabalyozo szerepet tolt be szamos, ha nem az 6sszes

sejtfolyamatban.

1.3. A dezubikvitinacio

A fehérjék funkciojanak finomhangolasaban Iényeges szerepe van a PTM-ek
eltavolitadsanak, igy a modositdsok hatasa megsziinik. A legtdbb PTM-hez hasonléan az
ubikvitinécid is reverzibilis, mivel a dezubikvitilalé enzimek (DUB-0k) képesek eltavolitani az
ubikvitin jeloléseket. A DUB-o0k a fehérje és az ubikvitin, illetve az ubikvitinmolekulak kozotti

peptid és izopeptid koteseket hidrolizaljak. Ennek kovetkeztében a DUB-oknak
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kulcsfontossagu szerepiik van az ubikvitinacid szabalyozasaban és szamos sejtfolyamatban
elengedhetetlen a jelenlétiik. Az ubikvitinszignalok rendkivili sokfélesége maga utan vonta
szamos dezubikvitilaz aktivitassal rendelkezé enzim kialakulasat. A DUB-okat hét csaladba
soroljuk: USP, UCH, OTU, MJD, MINDY, ZUP1 és JAMM csaladok, melyek kozil az els6é
hat cisztein protedzokat tartalmaz, mig az utolsé metalloprotedzokat. A MINDY és a ZUP1
csaladokat nemrégiben irtak le emberben (Abdul Rehman és mtsai. 2016; Virdee és mtsai.
2018), Drosophilaban azonban még nem sikeriilt azonositani 6ket. Human sejtekb6l mar kozel
szdz DUB-ot azonositottak, ecetmuslicaban pedig a szdmuk 45-re tehet6 (Kovécs 2015). A
DUB-ok kozo6tt 11 pszeudoenzim is talalhatd, melyek katalitikusan inaktivak (Walden és mtsai.
2018). Ennek ellenére szamos folyamat szabalyozasaban vehetnek részt a génexpressziotol a
jelatvitelig. Szerepiket altaldban katalitikusan aktiv enzimek alloszterikus szabalyozéasaval
toltik be, vagy vazként szolganak fehérje komplexek Osszeszereléséhez. Példaul az Rpnll
DUB aktivitassal rendelkez6 proteaszoma alegység az Rpn8 pszeudoenzimmel egyiittmiikodve
(Worden és mtsai. 2014). Az még nem biztos, hogy Rpn8 az Rpn11 alloszterikus aktivalasaban
vagy a komplexen bellli stabilizalasaban jatszik szerepet.

Az ubikvitin polimerek komplexitasa és az ubikvitindlt szubsztratok valtozatossaga
kovetkeztében a DUB-ok aktivitasa is sokféle lehet. Egyes DUB-ok, mint példaul a
proteaszoma asszocialt Uch37 és Uspl14 (Lee és mtsai., 2011), a poliubikvitin lanc végén levo
molekulékat hasitjak le, ezaltal felszabaditva a monomereket. M&s DUB-ok, mint az Rpn1l
(Verma és mtsai. 2002), a proximalis végétdl hasitjak le a teljes poliubikvitin lancot,
amelyeknek feldolgozasa az Usp5 feladata (Amerik és mtsai., 1997; Dayal és mtsai., 2009). A
kiilonboz6é DUB-ok affinitasa eltér6 lehet az egyes lanctipusokra vagy szubsztratokra (Clague
és mtsai. 2019). A DUB-ok legalabb egy ubikvitinkotd hellyel rendelkeznek, igy képesek az
ubikvitin molekulat felismerni és megkilonboztetni mas ubikvitinszeri jelolésektdl, mint
példaul a SUMO ¢és NEDDS. Az elsddleges kotdhely az S1, mely az ubikvitin C termindlis
vegeét a hasitando kotéssel a DUB aktiv centruméhoz iranyitja, ahol megtorténik a hidrolizis.
Két ubikvitin kozaotti kotés hasitasa kozben az S1 helyet a disztalis molekula foglalja el, mig a
proximalis molekula az S1° hellyel 1ép kolcsonhatasba. Egyes DUB-ok ezen feliil S2, S2’
illetve S3, S3’ helyekkel rendelkezhetnek, melyek az ubikvitin polimerek tobb molekulgjaval
Iépnek kolcsonhatasba ¢€s feltehetéen szerepet jatszanak a kiilonbozé lanctipusok
megkulonboztetésében (Mevissen és Komander 2017). A DUB-ok affinitasa a kiilonb6z6
lanctipusokra eltéré a csalddok kozott. A népes Usp csalad tagjai nem specifikusak szigouan
egyetlen lanctipusra (Faesen és mtsai. 2011)., kivéve a CYLD-t, amely kizarélag a K63-as
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tipusu lancot hasitja (Komander és mtsai. 2008). A JAMM metalloproteazok leginkabb a K63-
as poliubikvitin lancot hasitjak (Cooper és mtsai. 2009), a MINDY csalad tagjai pedig
leginkdbb K48 specifikusak (Abdul Rehman és mtsai. 2016). A lanc hossza is meghatarozo
lehet, ugyanis az UCH és Jospehin csaladdok tagjai gyenge affinitast mutatnak a diubikvitinek
irdnyaban (Ritorto és mtsai. 2014). Ezen Kkivil a killénbz6 DUB-0k az izopeptidkotéseket és
peptidkotéseket is kiilonboz6 hatékonysaggal hasitjak, ugyanis a kotések kémiai tulajdonsagai
jelentdsen eltérnek. Az USP csalad tagjai, bar alacsony hatékonysaggal, de hasitjak a linearis
ubikvitin lancok peptidkotéseit, mig az OTU, JAMM és UCH csaléd tagjai izopeptidaz kotés

specifikusak (Komander és mtsai. 2009).

1.4. Az ubikvitinacio szerepe

A fehérjék poszttranszlacios modositdsa ubikvitinacioval, kozvetlenul vagy
kdzvetetten, az 6sszes sejtfolyamatot érinti. Szamos esetben a folyamatban résztvevé fehérjék
szintjének szabalyozasdban jatszik szerepet, méghozza azok ubikvitin-fliggdé degradaciodja
altal. Az ubikvitinalt fehérjéket szelektiven felismeri és degradalja a 26S proteaszOma
(Hershko és Ciechanover 1998b). A proteaszémalis degradacio kanonikus szignalja a K48-as
tipust poliubikvitin lanc, de az utobbi idében vilagossa valt, hogy ennél sokkal plasztikusabb
mechanizmusrol van sz0.

A proteaszOma 0Osszetett szerepét a fehérjedegradacioban a szerkezete is tlkrozi.
Szamos (~33) kiilonb6zo alegységbdl all, melyek két alkomplexbe rendezédnek. A fehéerjék
oligopeptidekre valé bontasat a cilinder alakd 20S mag partikulum végzi, amelyhez egy vagy
két 19S regulator komplex kapcsolodhat (Ciechanover 1998). A proteaszoma felels az
intracellularis fehérjék 80 %-nak lebontaséért. A mag partikulum harom kiilonb6z6 tipusa
proteolitikus helyet tartalmaz: a tripszin-, kKimotripszin- és kaszpazszert aktivitassal rendelkez6
alegységek biztositjadk az igen valtozatos aminosav szekvencidk hatékony emésztését. A
regulator partikulumot alkoto alegységeknek a lebontasra kijeldlt fehérje felismeréseben,
megkdtéseben, kicsomagolasaban és a proteolitikus kamraba valo transzlokacidjaban van
szerepe. Az ubikvitinalt fehérjék felismerése és megkdétése az ubikvitin receptorok feladata. A
proteaszoma tobb ubikvitin receptorral is rendelkezik, melyek kozul az Rpn10/p54 (Elsasser
és mtsai. 2004; Haracska és Udvardy 1997) és a Rpnl3 rendelkeznek a legnagyobb

=z

kamraba a 19S regulator partikulum a hat ATPaz alegysége katalizalja (Grice és Nathan 2016;

12



Inobe és Matouschek 2014). Az ubikvitin sok esetben nem bomlik le a feherjével egyiitt,
ugyanis a DUB aktivitassal rendelkez6 Rpnll alegység még a fehérjelebontast megel6zden,
egy ATP fliggé 1épésben lehasitja a poliubikvitin lancokat (Verma és mtsai. 2002; Worden és
mtsai. 2014). Az ubikvitinalt fehérjék kotédése a proteaszomahoz egy ideig reverzibilis, ami
lehet6séget ad a fehérjedegradacio fimomhangolasara (Collins és Goldberg 2017). Egyes
proteaszoma szubsztratok poliubikvitin lancat a DUB aktivitassal rendelkez6 Usp14 és UchL5
proteaszoma alegységek annyira megroviditik, hogy a fehérje levalik a proteaszomarol, igy
elkerli a degradaciot (Lee és mtsai. 2011).

Az poliubikvitinalt szubsztratok szelektiv degradacidjanak maodja az elmult években
szamos tanulmany targyat képezte. Sokaig tartotta magat az a nézet, hogy ubikvitinreceptorok
minimum négy molekulabdl all6 ubikvitin szignalt ismernek fel. Ezen elmélet szerint a receptor
és a poliubikvitin lanc kozotti kotés affinitasa a lanc hosszaval er6sodik (Thrower és mtsai.
2000). A rovidebb lancok hossza ugyanis az Uspl4 és Uch37 aktivitasanak kdvetkeztében
lancok esetén az ubikvitin monomerek eltavolitasaval sem csokken a polimer hossza négy
molekula ald, igy megtdrténhet a fehérjelebontas. Ez a mechanizmus biztositja, hogy a gyengén
ubikvitinalt fehérjéket a proteaszéma ne degradalja (Lee és mtsai. 2011). Az elmult évek
kutatasai alapjan azonban vilagossa valt, hogy ez az elmélet nem minden esetben allja meg a
helyet. A ciklin B multiubikvitinacidja példaul alternativ degradaciés szignalként mitkodhet
(Dimova és mtsai. 2012; Lu és mtsai. 2015), illetve a 150 aminosavnal kisebb polipeptidek
esetén egyetlen ubikvitin kotddése is elegendd lehet a fehérje lebontasahoz (Shabek és mtsai.
2012). Ehhez az is hozzajarulhat, hogy lényegesen noveli a proteaszomalis degradacid
hatékonysagat, ha szubsztrat tartalmaz egy nem strukturalt régiét, amely iniciaciés helyként
szolgalhat a lebontashoz (Prakash és mtsai. 2004).

Az ubikvitin nem csupan degradacios szignalként mikodik. Az ubikvitinnel vald
modositas befolyasolhatja a fehérje aktivitasat, intracellularis lokalizaciojat vagy eldsegitheti
a fehérjék kozotti szignaltranszdukciot. JO példa erre a sejtben fellelheté méasodik leggyakoribb
ubikvitin modositas, K63-as tipusu poliubikvitinacio, illetve a monoubikvitinacio. A K63-as
polimer, a K48-as tipust poliubikvitin lanccal ellentétben nem eredményez proteaszémalis
degradaciot. Ezzel szemben kiilonb6z6 fehérje komplexek létrejottében jatszik szerepet,
mintegy kapocsként vesz részt ezek ©sszeszereléseben. Legismertebb szerepe az
immunvalaszban kulcsszerepet betolté Nuklearis Faktor-kappa B (NF-xB) transzkripcios
faktor szabalyozésa. Ez&ltal fontos szerepet tdlt be tobb jelatvételi Utban, melyek az NF-kB-
ben futnak 0ssze (Deng és mtsai. 2000; Skaug és mtsai. 2009; Wertz és Dixit 2010). Az
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immunvalasz soran a K63-as poliubikvitin lanc molekularis vazként szolgal a jelatvitelben
résztvevo kindz kaszkad elemei szamara, melyek a poliubikvitin lanchoz kotédve fizikai
kdzelségbe Kerllnek és tovabbadjak az aktivacios szignalt. Hasonlé szerepet tolt be a
jelatvitelben az M1 tipusu ubikvitin lanc, amelynek a konformécidja is igen hasonlé a K63-hoz
(Rahighi és mtsai. 2009). Az NF-kB jelatviteli utban azonban nem csupan a mar jol ismert,
homotipikus poliubikvitinacio jatszik szerepet, hanem el6fordulnak heterotipikus és elagazo
polimerek is. A K63 és M1 tipust ubikvitin lancok egyetlen hosszu polimerként tolthetik be a
vazképzo szerepiiket, a K48-K63 elagazo lancok pedig ellenalldbbnak bizonyultak a DUB-
okkal szemben, igy jelenlétiik erdsiti a jelatvitelt (Ohtake és mtsai. 2016).

Az ubikvitinacio a DNS hibajavitasban is fontos szerepet tolt be. A DNS karosodasok
a replikacios villa megakadasahoz vezetnek a DNS szintézis kdzben, ami hosszabb fennallas
estén a villa megbomléasat és a genom instabilitasat eredményezheti. Ezt elkeriilendd, a
replikacidban keletkezett zavar esetén beindulnak a PCNA ubikvitinaciojaval szabalyozott
DNS karosodast tolerald Utvonalak. PCNA egy gytirti alak( homotrimer fehérje, amely a DNS-
t koriilolelve eldsegiti annak replikacidjat, ugyanis platformként szolgal a DNS polimeraz és
mas faktorok DNS-hez valo6 kotédéséhez (Krishna és mtsai. 1994; Majka és Burgers 2004). Ha
a replikacio soran a rendszer hibat észlel a DNS-ben, a RAD6/RAD18 (E2 és E3 enzim)
komplex egy ubikvitin molekulat kapcsol a PCNA 164-es lizinjéhez (Hoege és mtsai. 2002).
Ha a PCNA monoubikvitinaciojat kovetéen a DNS replik&cié transzlézids szintézissel
folytatodik. A szintézisben résztvevé DNS polimerazok (Pol & or Pol &) a PCNA
monoubikvitnaciojanak hatdséara levalnak a DNS-r6l, és helyiiket specializalt transzlézids
polimerazok veszik at. A transzlézids polimerazok képesek a lézidval szemben is nukleotidot
beépiteni, viszont pontatlansaguk miatt baziscserés mutaciét eredményezhetnek (Lee és
Myung 2008). Ezzel ellentétben a templatcsere mechanizmusa kikeruli a Iéziokat és az Gj szal
hibamentesen szintetizalodik. A templatcsere abban az esetben jon Iétre, ha a monoubikvitinalt
PCNA-hoz tovabbi ubikvitin molekulak kapcsolodnak és K63-kapcsolt poliubikvitin lancot
hoznak létre. A reakciot a heterodimer Ubcl13/Mms2 komplex, illetve a RADS5 E3 enzim
katalizalja (Parker es Ulrich 2009). A K63 tipusu poliubikvitin lanccal jelélt PCNA beinditja
azt a mechanizmust, melynek soran az Uj szél szintézise a hibas szal helyett egy homolog
szakaszrol, ltalaban a testvérkromatidarol torténik. Ezt a replikacios villa atrendez6dése teszi
lehet6vé, igy a hibas régio egy haromszalas DNS struktarat hoz létre a homoldg duplexszel,
majd a hibas szal helyett a duplex Ujonnan szintetizalt szala szolgal templatként a DNS

szintézishez, elkerulve a hibas szakaszt (Branzei és Szakal 2016; Vujanovic és mtsai. 2017).
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A sejtben kisebb koncentracidoban jelenlevd és kevésbé ismert funkcioju ubikvitin
polimereket atipikus lancoknak nevezziik. A K6, K27, K29 ¢és K33 tipusu lancok eléfordulasa
a sejtben egyiittesen is kevesebb a K48 el6fordulasanal, fizioldgiai relevanciajuk pedig csupan
az utobbi par évben kezdett korvonalazodni. Tobbek kdzott szereplk van a mitofagiaban, a

DNS hibajavitasban és az mRNS stabilitds szabalyozasaban (Meza-Gutierrez és mtsai. 2018).

1.5. Az ubikvitin homeosztazis

Az ubikvitinicié és dezubikvitinacio ellentétes reakcioinak koszonhetéen az
ubikvitinmolekula allapota a szabad és kotott formak kozott valtakozik. A sejtben talalhatd
szabad monoubikvitinkészletb6l a molekulak az E1, E2 és E3 enzimkaszkad
kozremikodésével a megfelelé fehérjéhez kapcsolodnak. A fehérjékhez konjugalt ubikvitinek
a DUB-ok kozremiikodésével jrahasznosithatéak, mivel az izopeptid kotések hidrolizisével
az ubikvitin molekulak felszabadulnak és visszakeriilnek a szabad ubikvitin készletbe.

A sejt ubikvitin tartalmanak 40-80%-a szabad monomerként van jelen, amelyet szabad
ubikvitin pool-nak neveziink. A szabad ubikvitinek mennyisége sejttipusonként eltérd lehet,
viszont sejten belil dinamikus egyensulyi allapotban van. A dinamikus egyensaly
fenntartdsdban az ubikvitin-Ujrahasznositdsa mellett fontos szerep jut az ubikvitin de novo
szintézisének és lebontasanak is (3. abra). Az eukaridta a genomban az ubikvitint altalaban
négy gén kodolja, melyekrdl riboszémalis proteinekhez kapcsolddva, vagy lineéris lancként
irodik at (Ozkaynak és mtsai. 1987; Wiborg és mtsai. 1985). A Drosophilaban genomjaban két
olyan gén talalhatd, az RpL40 és RpS27A, amelyrdl riboszomalis fehérjével kapcsolt
monoubivitin irddik at (Cabrera és mtsai. 1992; Lee és mtsai. 1988). Az Ubi-p5E és Ubi-p63E
pedig poliubikvitin gének, amelyek az ubikvitineket linearis lancként kodoljak (lzquierdo
1994). Drosophila melanogasterben egy 6todik ubikvitin gént is azonositottak, a CG11700-at,
amely a faj evolUcidja soran, az Ubi-p5E gén duplikacioja kovetkeztében alakulhatott ki (Zhan
és mtsai. 2012). Az Ubi-p5E génnel ellentétben a CG11700 kevésbé konzervalt és
himspecifikus expressziot mutat. A 4-5 ubikvitin génrél Gjonnan szintetizalt ubikvitin
prekurzorokat a DUB-ok monomerekre hasitjak, igy azok a szabad ubikvitinkészletbe
kertilnek. A fenti mechanizmusok mellett a molekulak degradacidja is hozzajarul a megfeleld
ubikvitinszint fenntartdsdhoz (Weissman és mtsai. 2011). A molekula stabil szerkezettel
rendelkezik, amely ellenall a stresszhatasoknak, viszont a katabolikus folyamatok ra is hatassal

vannak. Az ubikvitin féléletideje 10 6ra korali, lebontdsa pedig tébb dton is torténhet:
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szubsztratjaval egydtt lebonthatja a proteaszéma, illetve maga az ubikvitin molekula is

ubikvitinalodhat (Shabek és mtsai. 2007) vagy ubikvitinfiggetlen modon is degradalddhat.

2 Ub,Ub,Ub,Ub,Ub,Ub,Ub,Ub,Ub
@  ubseinees E1, E2, E3

szubsztrat

szubsztrat

o
Szabad Ub DUB Konjugalt Ub

26S
proteaszéma

3. abra. Az ubikvitin form&k sejten belili egyenstlyat biztosité mechanizmusok. A szabad
ubikvitinkészletb6l a molekulak az EI, E2 és E3 enzimek kozremiikodésével kapcsolédnak a
szubsztratfehérjékhez. A kotott ubikvitin-ujrahasznositasa a DUB-ok altal torténik, melyek felszabaditjak az
ubikvitin monomereket. Az ubikvitin-egyensuly fenntartdsaban az ubikvitin-Ujrahasznositas mellett szerepet
jatszik az ubikvitinszintézis és degradacio is. Az Ujonnan szintetizalt ubikvitin vagy egy poliubikvitin lancként
irodik at, amely néhany aminosavnyi meghoszabbit&st hordoz (sziirke), vagy egy riboszémalis fehérjével (sarga)
fazionalt monomerkeént.

A szabad és konjugalt ubikvitin formak kozotti korforgasaban és ezaltal az ubikvitin
Ujrahasznositasban nagy szerepe van ubikvitin-proteaszoma rendszernek (4. abra). Az ubikvitin
Ujrahasznositasaban, igy a szabad ubikvitinkészlet fenntartdsaban, az Rpn11, Uch-L5 és Uspl4
proteaszoma-asszocidlt DUB-ok vesznek részt, illetve a szabad poliubikvitin lancokat
hidrolizalé Usp5. A felsoroltak kozul mindegyik DUB evollciésan konzervalt, egyedil az
Uch-L5 ortologjat nem sikerult azonositani sarjadzoélesztdben. A proteaszoma-asszocialt
DUB-ok ellentétes szerepet toltenek be a szubsztratok lebontasaban. Mig az Rpnl1 eldsegiti a
lebontast, addig az Uch-L5 és Uspl4 gyengiti a proteaszOma és a szubsztrat kdlcsonhatésat.
Fontos eltérés van ezen kivil a hasitas helyében, ugyanis az Rpnll a szubsztrat és a
poliubikvitin 1&nc kozotti kotést hasitja el, a masik két DUB pedig a lancvégi ubikvitin

molekulak lehasitasat katalizalja (Lee és mtsai. 2011; Verma és mtsai. 2002). Az Rpnll a
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proteaszoma szabalyozo alkomplexének egy alegysége, amelynek DUB funkcidja lehetévé
teszi a proteaszoma altal megkdtott szubsztratok ubikvitin jeldlésének eltavolitasat a
fehérjedegradaciot megel6z6en (Verma és mtsai. 2002). Az Rpnll a proximalis végétdl, a
szubsztratfehérje és az els6 ubikvitin kozotti kotést hidrolizalva, en bloc hasitja le a
poliubikvitin lancot, mely igy szabad lancként keriil a citoplazmaba. A citoplazméaban az Usp5
hidrolizalja a szabad poliubikvitin lanc izopeptid kotéseit, felszabaditva az ubikvitin
monomereket (Dayal és mtsai. 2009; Kovéacs és mtsai. 2015). Az Usp5 funkcidvesztése esetén
a szabad poliubikvitin lancok akkumulélddnak a citoplazméban, ami a proteaszoma kompetitiv
gatlasdhoz vezet. Ez ubikvitin stresszt eredményez, ami az Uspl4d DUB expressziojanak
emelkedését eredményezi (Kovacs és mtsai. 2015). A proteaszoma-asszocialt Uspld
felszabaditja a kotott ubikvitint, egyuttal pedig menekiti a szubsztratot a proteaszomalis
degradaciotél. Az Uch-L5 is hasonld szerepet tolt be, viszont a rendelkezéstinkre allé adatok
szerint az Uspl4 jelentdsen gyorsabb a poliubikvitin lancok roviditésében, de az is
elképzelhetd, hogy a két DUB kiilonb6z6 tipusu poliubikvitin lancot preferal (Lee és mtsai.
2011).
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4. dbra. Az ubikvitin korforgasa az ubikvitin proteaszdma rendszerben. Az E1, E2 és E3 enzimek altal
ubikvitinalt fehérjérdl az Rpnl1 proteaszoma alegység lehasitja a poliubikvitin lancot, ami a citoplazmaba kertil,
ahol az Usp5 ubikvitin monomerekre hasitja (A). A szabad ubikvitinkészlet csokkenése esetén az Uspl4 a
proteaszOma szubsztratokat megjel6ld poliubikvitin lancok disztalis végér6l egyenként lehasitja és ezaltal
Ujrahasznositja az ubikvitin monomereket. Az Uspl4 aktivitas kovetkeztében megrévidilnek a degradacids
jelként szolgald poliubikvitin lancok, mely a szubsztratfehérje disszociaciojat eredményezheti a proteaszémarol,
ezéltal a fehérjelebontas gatlasat (B).

A sejt ubikvitin-egyensulya jo indikatora a sejt fiziologiai allapotanak. Az még nem
teljesen tisztazott, hogy az ubikvitinkészletben tortént valtozasok okai-e a homeosztazis

felborulasaval jaré abnormalis fenotipusoknak, vagy inkabb kévetkezményei annak. A sejtek
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ubikvitinszintjében bekovetkezé valtozasok mérésére az elmult harminc évben szamos
modszert dolgoztak ki, az ELISA-t6l a legmodernebb témegspektrometrian alapuld
modszerekig (Park és Ryu 2014). A RIA (Radioimmunassay) és ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) maddszerekkel elkilonithetéek a szabad és a konjugalt ubikvitinek.
Ezekkel a modszerekkel az ubikvitin  formdk mennyisége aranylag egyszeriien
szamszeriisithet6, viszont az eredmények kevésbé pontosak (Takada és mtsai. 1995, 1996). A
tdmegspekrometrian alapuldé modszerekkel, mint példaul az Protein Standard Absolute
Quantification (Ub-PSAQ), sokkal részletesebb képet kapunk a sejt ubikvitin tartalmanak
dinamikajarol és a formék eloszlasarol, viszont koltséges és rutinszeriileg nem alkalmazhato
(Kaiser és mtsai. 2011). Erre megoldast jelenthet az Oh és munkatarsai altal 2013-ban
kifejlesztett Western blot alapl mddszer, melynek segitségével egyszeriien és
koltséghatékonyan mérhet6 a szOvetek mono- és teljes ubikvtin koncentraciojat. A kiilonb6z6
maodszerek mind hozzajarultak ahhoz, hogy jobban megértsiik, hogyan befolyasolja az
ubikvitin-egyensuly a sejtmiikddést, viszont még mindig szamos a megvalaszoltalanul maradt

kérdés.

1.6. Az APC/C szerepe az ubikvitin-fiiggé fehérjelebontasban

Az ubikvitinacio6 szubsztratspecifitasat az ubikvitin ligaz (E3) enzimek hatarozzak meg.
A legnagyobb és legdsszetettebb E3 enzim az APC/C, amely tdbbnyire sejtciklus szabalyozé
fehérjéket jeldl ki lebontéasra. A mitozis sordn a metafazis-anafazis atmenetben, majd a mitézis
vegén és a G1 fazis fenntartasaban jatszik szerepet. Ezen Kiviil kevésbé ismert funkciét tolt be
a meidzis, a differencialddas és a sejtmigracio szabalyozasaban is (Eguren és mtsai. 2011).

Az APC/C acullin-RING ligaz (CRL) csaladba tartozik, ugyanis a katalitikus centruma
egyarant tartalmaz Cullin és RING alegysegeket (Tang eés mtsai. 2001). A CRL csalad kdzos
jellemzdje, hogy a szubsztratreceptorként miikodé alegységek felismerik és megkdtik a
célfehérje degron szekvenciajat, ami egy destrukcios jel, majd a Cullin-RING katalitikus mag
egy atmeneti tioészter kotest hoz létre a szubsztrat és egy E2 enzim kozott, ami lehetdvé teszi
az ubikvitin athelyezését a célfeherjére (Watson és mtsai. 2019). Az APC/C ket E2 enzimmel
miikodik egyiitt, az UbcH10-el, melynek a poliubikvitin Ianc inicialasaban és az UBE2S-el,
melynek a poliubikvitin lanc elongacidjaban van szerepe (Wu és mtsai. 2010). Az UBE2S a
K11 atipikus poliubikvitin lanc kialakitasaban jatszik szerepet. Eddigi eredmények alapjan ugy

tlnik, hogy a K11-es ubikvitinacidé nagyrészt az APC/C és az UBE2S egyiittmiikdodésének
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koszOnhetd, igy ez a lanctipus leginkabb az osztddo sejtekre jellemz6 (Matsumoto és mtsai.
2010). Az UbcH10 rovid, K11, K48, K63 kevert hoz létre, az UBE2S-el vald egyittmiikodése
pedig elagazo (K11-K48) ubikvitin polimert eredményez, amelyet felismer a 26S proteaszoma
(Grice és mtsai. 2015).

Az APC/C aktivitasa igen szigoruan szabalyozott, amelyben nagy szerepe lehet annak,
hogy az E3 enzimek kozil a legtobb alegységgel rendelkezik. Az APC/C alegységek kozil
kozil 9 egy peldanyban, mig 5 dimerként van jelen a komplexben (Watson és mtsai. 2019). Az
APC/C aktivalasa az alegységek foszforilalasaval és koaktivatorok kapcsolddasaval torténik.
A komplex két koaktivatorral rendelkezik, a Cdc20-al (Drosophila homoldgja Fizzy) és Cdhl-
el (Drosophila homoldgja Fizzy-related), amelyek a sejtciklus kiilonb6z6 fazisait szabalyozzak
¢s meghatarozzak a megfelelé szubsztratok idézitett degradéciojat (Visintin és mtsai. 1997).
Az APC/C-Cdc20 a mitdzis korai szakaszaiban és az anafazisba valo atmenetben vesz részt.
Az APC/C-t a profazisban, a Cdc20 kapcsolddasa aktivalja, ehhez tobb feltételnek is teljestlnie
kell. Tébb APC/C alegységet foszforilalnia kell a mitétikus ciklin-CDK komplexnek (Zhang
és mtsai. 2016), illetve a CDC20-nak fel kell szabadulnia az orsé ellendrzési pont gatlasa alol.
Az APC/C-Cdc20 egyik legfontosabb feladata, hogy kijeloli a degradaciora a szeparaz
aktivitasat gatlé szekurint (Thornton és Toczyski 2003). A gatlas alél felszabaduld szeparaz
proteolitikusan hasitja a testvérkromatidakat 0sszetarté kohezin komplexet, ezzel elsegitve a
kromoszéma-szegregaciot. Az APC/C-Cdc20-nak ezen Kivil szerepe van a mitétikus ciklinek
(A és B) degradacidjaban (Deak és mtsai. 2003), ami ciklin-dependens kinaz 1 (Cdk1l)
fokozatos inaktivalasat vonja maga utan. A Cdc20 az anafazis végére Cdhl-re cserélddik,
mivel Cdk1 aktivitas csokkenésével a Cdhl felszabadul a gatlo foszforilacio aldl, mely addig
gatolta a kapcsolddasat az APC/C-vel. Az APC/C-Cdhl szubsztratjai kozé tartozik maga a
Cdc20, az Aurora A és B kinazok, a Polo-szerti mitotikus kinazok, amelyek lebontasa lehetové
teszi a mitdzis befejezését. Ezen kivil az APC-Cdh1 szerepkorébe tartozik a ciklinek alacsony
szinten tartdsa, igy a gyenge Cdkl aktivitason keresztlll biztositja a G1 fazis fenntartasat
(Alfieri és mtsai. 2017a).

Az APC/C-Cdhl részt vesz egy alternativ sejtciklus szabalyozasaban is, az
endoreduplikéacioban vagy endociklusban, ahol a DNS replikaciot nem koveti sejtosztddas.
Drosophiladban az endociklusnak a sejt- és szOvetnovekedésben van szerepe, leginkdbb az
embriogenezis és larvalis fejlodés soran, de kisebb mértékben a felnétt allatokban is
megfigyelhet6. A mitotikus ciklusbdl az endociklusra valé attérés a Cdkl inaktivalasanak
koszonhetd, az endociklus fenntartasat pedig a Cdk2-ciklin E oszcillacd biztositja (Narbonne-
Reveau és mtsai. 2008). Az APC/C-Cdh1 a metabolizmusban is szerepet jatszik, szubsztratjai
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kozott szamos, az anyagcserét befolyasolé enzim talalhatd, mint példaul a Pfkfb3 (6-
phosphofructo-2- kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-3), mely a glikolizist segiti el6 (Calvo és
mtsai. 2006). A APC/C kozremiikodésével a Pfkfb3 degradalddik, ami hozzajarul ahhoz, hogy
a sejt a glikolizissel szemben a pent6z-foszfat (tvonalat részesitse elényben. Ehhez hasonléan
emberi limfocitdkban a glutaminaz is az APC-Cdhl szubsztratjai kdzé tartozik, degradacioja
pedig a glutaminolizist gatolja, ami végsé soron a proliferacio elmaradasat eredmenyezi

(Eguren és mtsai. 2011).

1.7. Az APC/C felépitése és szabalyozasa

Az APC/C 13-15 alegységgel rendelkezik (Watson eés mtsai. 2019), amelyek harom
alkomplexbe rendezédnek: a platform alkomplex, a tetratrikopeptid (TPR) ismétlodéseket
hordoz6 alkomplex és a katalitikus mag (5. abra ; Alfieri és mtsai. 2017).
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5. abra. Az APC/C alegységeinek és szerkezetének sematikus abrazolasa. Az APC/C alegységei harom
struktralis és funkcionalis alkomplexet alkotnak: a platform alkomplex (s6tétkék), TPR ismétlddéseket hordozo
alkomplex (sOtétpiros) , illetve ennek kiegészitd alegységei (vilagospiros) és a katalitikus alkomplex (zo6ld). Az
APC/C-hez felvéltva két aktivator alegység kapcsolodhat (vilagoskék). Kérddjellel vannak jelolve a
Drosophildban még nem azonositott alegységek.

A platform alkomplex alapként szolgal a tovabbi alegységek kapcsoldédasahoz, melyek igy
kialakitjak a mésik két alkomplexet. A TPR alegységek egy szerkezeti vazként miikodo,

strukturalisan Osszefliggd egységet alkotnak, amely fontos szerepet toltve be az APC/C
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Osszeszerelésében és a szabalyozd feherjékkel vald kolcsonhatasban. A TPR alegységeket
magaba foglalé alkomplex szerkezetét kisméretii kiegészitd alegységek stabilizaljak. A
harmadik, katalitikus aktivitassal rendelkez6 alkomplex, az E2 enzimekkel egyiittmikodve
vesz részt a megfelelé szubsztratok ubikvitindlasdban (Sivakumar és Gorbsky 2015). Az
APC/C aktivitasa szigortan és tdbb szinten szabalyozott a koaktivatorok és gatlo fehérjék
kotodése, es az alegségek foszforilacioja altal. Az alegysegek foszforilacidja befolyasolja
Cdc20 és Cdhl koaktivatorok kotddését, az orso-osszeszerelési ellendrzési pont (SAC-Spindle
Assembly Checkpoint) és az Emil (Early Mitotic Inhibitor) fehérjék pedig gatoljak az APC/C
mitkodését (Chang és mtsai. 2015).

Az SAC a Cdc20 koaktivatoron keresztill szabalyozza az APC/C aktivitasat, ezaltal
biztositva a kromoszomak megfelel6 szegregaciojat. A SAC a kinetokorok és a mitotikus orsé
kozotti kapcsolddas hianyardban a mitétikus ellenérz6 komplex (MCC-mitotic checkpoint
complex) 0sszeszerelésével reagal, amely gatolja Cdc20 kotoédését az APC/C-hez és ezéltal a
szubsztratok degronjanak felismerését (Alfieri és mtsai. 2016). Ez a mechanizmus biztositja a
metafazis-anafazis atmenet megfelel6 id6zitését és az utddsejtekbe jutd kromoszoémak egyenld
eloszlasat. A Cdc20-at az anafézisban Cdhl véltja fel, azutan, hogy a Cdk1 inaktivacidjanak
kovetkeztében a Cdhl defoszforilalédik. Az APC/C-Cdhl szabalyozasaban ezen kivil részt
vesz az Emil fehérje, amely interfazis soran gatolja az E2 enzimek koélcsdnhatasat az APC/C-
vel (Chang és mtsai. 2015).

Az APC/C aktivalasdhoz elengedhetetlen az alegységek foszforilacidja a mitdzis
kezdeti fazisaiban. A foszforilaciét a Cdkl illetve a PIk (polo-like kinaz) mitotikus kinazok
katalizaljak. Az utobbi id6ben a 14 kiilonb6z6 APC/C alegységen legaldbb széaz foszforilacios
helyet azonositottak (Qiao és mtsai. 2016). Egyes alegységek, mint példaul az Apcl és Apc3
hiperfoszforilacioja eldfeltétele a Cdc20 kotddésének. Elesztében a TPR motivumot alkotd
alegységek (Apc6, Apc8 és Apcl) foszforilacios helyeinek elrontasa késlelteti az APC/C-
Cdc20 aktivacidjat (Qiao és mtsai. 2016). A mitdzis korai szakaszaban pedig a Cdhl
foszforilacidja gatolja annak kapcsolodasat az APC-hez (Zhang és mtsai. 2016).

Az APC/C alegységeinek tdsszetetele evollciosan konzervalt, kisebb eltéréseken kivl
az éleszt6t6l az emberig hasonld szerkezettel és funkcioval rendelkezik. Csoportunk az
ecetmuslica (Drosophila melanogaster) APC/C szamos alegységét kddold gén azonositasaban
és jellemzésében vett részt. A makos/Cdc27 gén példaul az Apc3 alegység Drosophila
homoldgjat kddolja. Az makos/Cdc27 mutansban a sejtek megrekedtek egy metafazis szerii
allapotban, a kromoszomak tulkondenzaltak (a kromoszémak mikroszkdpos képére utal a gén
neve) és a mitétikus ciklinek nem degradalddtak (Deék és mtsai. 2003). Az ¢leszt6 és human
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APC/C TPR alegységeinek szekvenciai alapjan csoportunk az Apc6, Apc7 és Apc8
homoldgjait is azonositotta ecetmuslicaban. Az alegységeket kdodoldo gének RNS
interferenciaval valo csendesitése az Apc6 és Apc8 esetén babletalitdst eredményezett,
mitotikus fenotipusuk pedig hasonlo volt az makos/Cdc27 esetén megfigyelttel. Az Apc7 ezzel
szemben nem bizonyult esszencialisnak és a mutans mitdtikus fenotipusa sem tért el a vad
tipustdl (Pal és mtsai. 2007a). Ezen kivil csoportunk azonositotta a dicisztronos lemming gén
5’ vége feloli fehérjekddold szakaszat, a lemmingA-t, mint az Apcll katalitikus alegységet
kodold gént. Az Apcll-et kodold gén mutécidja a tipikus mitotikus fenotipus mellett poliploid
és apoptatikus sejtek mennyiségének novekedését eredményezte harmadik stadiumu (L3) larva
agypreparatumokban, ami a citokinézis elmaradasanak lehet a kovetkezmeénye (Nagy és mtsai.
2012).

A Drosophila APC/C-vel kapcsolatban a mai napig is vannak megvalaszolatlan
kérdések. Bizonyos alegységeket, mint példaul az Apcl3 és Cdc26, még nem azonositottak,
masokat meg nem jellemeztek. Az APC/C alegységeinek tovabbi vizsgalata segithet abban,
hogy jobban megértsiik az ecetmuslicaban és ez altal a tobbsejtii organizmusokban az APC/C

szerkezetét és mukodését.

1.8. Az APC/C Cdc26 alegysége

A Cdc26 az APC/C egyik legkisebb alegysége, amely feltehetéen kiegésziti, és ezaltal
stabilizadlja a TPR alegységek strukturajat. A Cdc26-ot elészor sarjadzé élesztében
azonositottak, mint az APC/C egyik alegységét kodold gént. Normal korilmények kozott a
Cdc26 fehérje nem létfontossagu, viszont magas hémérsékleten (37 °C) elengedhetetlen volt
az APC/C miikodéséhez, ugyanis stressz koriilmények kozott stabilizalta komplex szerkezetét
(Zachariae és mtsai. 1996). Ezen kiviil még igen keveset tudunk err6l az alegységrdl és
szerepér6l az APC/C felépitésében. Fonalféregben Cdc26-ot kodold gén létfontossaginak
bizonyult, RNS interferencidaval valé enyhe csendesitése polaritasi hibakhoz vezetett az
embriokban, er6s csendesitese pedig az embrionalis fejlédés megrekedéséhez vezetett a
meidzis | metafazisdban (Dong és mtsai. 2007). Az emberi Cdc26 és az APC/C kapcsolatat
koimmunprecipitacids kisérletekkel vizsgaltak, ami igazolta, hogy a Cdc26 a komplex allandé
alegysége, és annak szerkezeti felépitésében jatszik szerepet (Gmachl és mtsai. 2002).

A Cdc26 kisméretli és nagyrészt nem strukturdlt fehérje, amely a hasonlo

paraméterckkel rendelkez6 Apc9 és Apcl3-mal egyetemben a TPR alegységek
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kiegészit6jeként mikodik. Az emberi APC/C alegységek szerkezeti vizsgalata ravilagitott,
hogy a Cdc26 az Apc6-al heterotetramert alkot és ezaltal stabilizalja a TPR szuperhélixet. A
TPR motivum egy hélix-turn-hélix struktdrat alkot, tébb motivum pedig egy szuperhelikélis
domeénbe rendezédik (Barford 2011; Wang és mtsai. 2009). Az Apc6 nyolc TPR motivumot
tartalmaz, amelyek egy szolenoid-szeri struktiraba szervez6dnek és koruldlelik a Cdc26 N-
terminalis végét. Ez az N-terminalis 29 aminosavnyi szekvencia (Cdc26M) elég a Cdc26
funkciojanak ellatasdhoz az Apc6 stabilizalasaban. Az elsé 12 aminosav egy nyujtott
konformaciot vesz fel, mig a kovetkez6 13 egy hélixet alkot. A hélix k6lcsonhat az Apc6 nem-
TPR hélixével és egylttesen utanozzak a TPR motivumok szerkezetét. Az igy létrejott komplex
noveli az Apc6 hostabilitasat és csokkenti az aggregaciora vald hajlandosagat. Tébb adat is
arra utal, hogy Apc6-Cdc26N kapcsolddasabol kialakult struktira az eukariéta evolGcid soran
konzervalodott. Példaul a human Cdc26MN-t sikeriilt egyiitt tisztitani a karmosbéka Apc6-al,
illetve a teljes hosszlsagli human Cdc26 és a Cdc26M tlltermeltetése egyarant menekiti a
sarjadzoélesztd Cdc26A mutans hdszenzitiv fenotipusat (Wang és mtsai. 2009). A Cdc26M-
Apc6 struktira feltehetéen evolucion ativeld fennmaradasaban nagy szerepet jatszott a két
alegység kapcsolodasaban résztvevo aminosavak konzervaltsaga. A két fehérje kdzott ezeknek
az aminosavaknak kodszonhetéen hidrofob és elektrosztatikus kolcsonhatasok alakultak ki,
amelyek a szerkezetet stabilizaljak. Példaul a Leu2-t teljesen korllveszi az APC6 Tyr242,
Cys307, 11e338, Ala339, His342 és Leu369, ezaltal egy gytiriit alakitva ki a Cdc26 koril. Ennek
kovetkeztében Cdc26 elsd négy aminosava bedgyazdodik az Apc6 elsdé négy TPR motivumaba.
A Cdc26 szekvenciaban 5-12-es pozicidkban helyet foglal6 aminosavak az 5-8 TPR
motivumokkal 1épnek kolcsonhatasba, melyben a Thr7 és a Leu9 jatszik kulcsszerepet
(Barford 2011; Wang és mtsai. 2009). A Thr7 foszforilacidja 1ényegesen befolyasolja Cdc26
és Apc6 kozotti kotédés affinitasat, igy hatassal van az APC/C szerkezeti stabilitasara. A
foszforilaciét a LATS1 és 2 (Large Tumor Supressor Kinase) kinazok végzik, ezaltal szerepet

jatszva az APC/C aktivitasanak szabalyozasaban (Masuda és mtsai. 2015).
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2. CELKITUZESEK

Az ubikvitin formék, azaz a monoubikvitin és konjugalt ubikvitin kdzott fennalld
dinamikus egyensulyi allapot Iényeges szerepet jatszik a sejt normélis fizioldgias allapotanak
fenntartdsdban. Az  ubikvitin-egyensuly  meg6rzésében az  ubikvitinacionak  €s
dezubikvitinacionak, illetve az ubikvitinszintézisnek es lebomlasnak van szerepe. Szamos gén
vesz részt az ubikvitin-egyensuly fenntartdsaban, szerepuk felderitéséhez pedig
funkcidvesztéses mutansaikban szerettiik volna vizsgélni az sejt ubikvitinkészletében
bekdvetkezett valtozadsokat. Ehhez olyan médszerre volt sziikségiink, amellyel egyszeriien és
megbizhatéan monitorozhatjuk az ubikvitin formak mennyiségi valtozasait. Az 1980-as évek
Ota tobb olyan technikat is kidolgoztak, mely lehetové tette a szabad és konjugalt ubikvitin
mérését. A RIA és ELISA moddszerek egyszerli megoldast jelentettek, viszont a hasznéalt
ellenanyagok nem elég specifikusak az egyes ubikvitin formakra. Ennél sokkal pontosabb és
részletesebb elemzést lehet végezni tomegspektrometrian alapulé modszerekkel, mint az Ub-
PSAQ, azonban ezek specialis felszerelést és elokészitést igényelnek, igy rutinszeriileg nem
alkalmazhatdak.

Munkam kezdetekor Oh és munkatarsai kidolgoztak egy Western-blot alapi médszert,
melynek segitségével megmérték kiilonb6z6 egér szovetek mono- €s teljes ubikvtin
koncentracidjat. Az ubikvitin dinamikus egyensulyanak monitorozasat és az ubikvitin
rendszert érinté valtozasok detektalasat a modszer Drosophilara valé adaptalasaval szerettiik
volna megvaldsitani. Csoportunk mar régoéta dolgozott az ubikvitin-proteaszéma rendszer
genetikai boncolasan Drosophildban, az ubikvitin formak mérésével pedig ennek szerepét az
ubikvitin-egyensuly fenntartasaban is vizsgalhattuk volna. Az ubikvitin-proteaszéma rendszer
fontos szerepet t6lt be az ubikvitin korforgasaban, ugyanis a lebontasra keriil fehérjékrol a
26S proteaszoma DUB aktivitassal rendelkez6 Rpnll alegysége lehasitja a poliubikvitin
lancot, melyet az Uspb monomerekké hasit, igy ezek Gjra visszakerlilnek a
monoubikvitinkészletbe. Bizonyos korilmények kozott a szabad ubikvitinkészlet
fenntartdsdban az Uspl4 DUB is lényeges szerepet jatszik, amely a lancvegi ubikvitineket
hasitja le a proteaszoma szubsztratokrol (Lee és mtsai. 2011b; Wang és mtsai. 2014b). Az (j
mérési modszer alkalmazasaval szerettik volna szamszerisiteni, hogy az ubikvitin-
proteaszoma rendszert szabalyozo6 gének funkcidvesztése hogyan hat az ubikvitin-egyensulyra.

Az ubikvitin-proteaszoma rendszerben kulcsszerepet jatszanak az E3 enzimek, melyek
a fehérjék ubikvitinacidjanak elbsegitése mellett annak szubsztratspecifitdsat is

meghatdrozzak. Az egyik legnagyobb és legdsszetettebb E3 enzim az APC/C, mely szdmos
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sejtciklus szabalyoz6 fehérjét jeldl ki degradacidra. Drosophilaban az APC/C alegységei kdzul
csoportunk tébbet is azonositott és jellemzett, ezaltal kozelebb kerult annak a kérdésnek a
megvalaszoldsdhoz, hogy miért van szilksége a sejtnek egy ennyire Gsszetett és bonyolult
szabalyozésu E3 enzimre. Ennek a feladatnak még nem értiink a végeére, ugyanis hatra volt még
az egyik legkisebb, de esszencialis alegység, a Cdc26 jellemzése. Csoportunk szekvencia
homoldgia alapjan ket lehetseges Cdc26 fehérjét azonositott Drosophildban. Az volt a célunk,
hogy felderitsik a Drosophila melanogasteren Kivil mas fajok is rendelkeznek-e két Cdc26
homologgal, illetve, hogy mi a két fehérje szerepe.

Dolgozatom célja az ubikvitin-proteaszoma rendszer szabalyozéasanak tobb aspektusbdl
torténd vizsgalata volt, amely magaba foglalja az egyes gének ubikvitin-egyensulyra vald
hatéséat illetve az egyik legosszetettebb E3 enzim, az APC/C alegységének jellemzését. Ezen

célokat a kovetkezo 1épéseken keresztiil szerettiik volna megvaldsitani:

1. Az ubikvitin mérési mddszer optimalizalasa és alkalmazasa az ubikvitin formak
dinamikus valtozasainak vizsgalatara az ecetmuslica egyedfejl6dési stadiumaiban és
egyes szOveteiben.

2. Az ubikvitin-proteaszéma rendszer egyes lépéseit elrontd p54/Rpn10, Usp5 és Uspl4d
génmutaciok hatasanak vizsgalata az ubikvitin-egyensulyra, a teljes, illetve a szabad €és
kotott ubikvitinkoncentracioban bekdvetkezett valtozasok monitorozasaval.

3. A Cdc26 és Cdc26-like paralogok filogenetikai analizise, illetve a két fehérje
kapcsolatanak vizsgalata APC/C-vel Drosophilaban.

4. A Cdc26 és Cdc26-like kifejez6dési mintazatanak vizsgalata RT-PCR-rel és Western

blottal az ecetmuslica egyedfejlédési stadiumaiban és relevans szévetekben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

1.2. Felhasznalt Drosophila térzsek

A Drosophila az egyik legkedveltebb modellszervezet, amit az olcso fenntartasanak,
konnyli kezelhetdségének illetve a tobb mint szdz éves hagyomanyanak koszonhet. Eldnyei
kozeé tartozik tovabba, hogy generacios ideje 25 °C-on csupan tiz nap, kevés szamu (4 par),
ismert szekvenciaju kromoszomaval rendelkezik illetve hatalmas genetikai eszkoztar all a
kutatok rendelkezésére az ecetmuslicaval kapcsolatos munkakhoz. A kisérletekhez hasznélt
Drosophila térzseket standard, kukoricaliszt alapt taptalajon, 25 °C-on tartottuk és a
keresztezéseket is ilyen korilmények kozott végeztik. A keresztezésekben hasznal genetikai

markerek leirdsa megtalalhaté a FlyBase (https://flybase.org/) adatbazisban. A kisérletekhez

izogenzalt OregonR illetve DSKO001 vad tipusu trzseket hasznaltunk. A kisérletekhez hasznélt
RNS interferencias (RNAI) vonalak: Usp5™™S' (Bloomington Drosophila Torzskézpont,
azonosito: 31886), p54/Rpn10°NS! (Szabd és mtsai. 2018) és CG17343KK111250 (\VDRC-Vienna
Drosophila Resource Center). A dsRNS-ek atirédasat a konstrukciorol az UAS-GAL4
rendszerrel (Duffy 2002) indukaltuk. A transzgenikus RNSi konstrukcié expresszidjat az
atirandd DNS szakasz elé beépitett UAS (Upstream Activating Sequence) régid teszi lehet6vé,
ami a GAL4 transzkripcids aktivatornak szolgal kothelyill. A GAL4-et kodold gén pedig
szamos szovet vagy fejlédésiallapot specifikus génszabalyozdé régidjaval kombinalva hatarozza
meg a génkifejezddés helyét és idejét. Az Usp144%? null mutanst Dr. Kovécs Levente allitotta
el6. CRISPR/Cas9 technikaval. Az Ubi-p63EE"034 és CG17343E719920 p_glem inszercids
mutansok Bloomington Drosophila Torzskdzpontbdl szarmaznak. A CG3457'%! delécios

mutanst P-elem remobilizaciéval hoztuk létre a CG3457900103 g11élhol.

3.2. Ubikvitin mérés
3.2.1. Mintagyiijtés

Az ubikvitin formak mennyiségi meghatarozasahoz fehérjeextraktumokat készitettiink
az egyes egyedfejlodési stadiumokra szinkronizalt mintdkbodl. A szinkronizalt (azonos fejlodési
stadiumban levé) mintak gytijtését eldsegiti, hogy standard hémérsékleten, az ecetmuslicak
egyedfejlodésének iiteme nagyjabol egységes, az elcsuszasokat pedig az egyes stddiumok
morfologiai ismertetéjegyei alapjan korrigalni lehet. Méréseinkhez az 9sszes egyedfejlodési
stadiumbol és tobb larva és felnétt szovetbdl gyljtottiink mintakat. A fejlédési stadiumok
szinkronizalasahoz fiatal (1-5) napos muslicakat raktunk petézteté csévekbe, majd egy napi

¢lesztds taplalast kovetden harom oranként cseréltiik a petéztetd csé alatt a taptalajt tartalmazo

26


https://flybase.org/

Petri csészét. A mintdk szinkronizalasat L2 larva allapotig a petéztetéstdl eltelt id6 alapjan
allitottuk be. Az embri6 stadiumbdl harom kiilonb6z6 idépontban vettink mintat, 1-3 éras, 3-
6 Orés és 6-9 oras embriokat gytjtottiink. Az L1 larvakat a petéztetést6l szamolva egy nap utan,
mig az L2 larvakat két nap utan gy(jtottiik le. L3 larva allapottol a mintagytjtés idozitésén
kiviil az allatok morfologiai jegyeit is figyelembe vettiik a gyiijtésnél. A korai L3 stadiumot az
L2-t61 a spirakulumok differencialddasa alapjan kilénboztettilk meg. A késoi, vagy vandorlo
L3 stadiumban a larvaknak egyszer(i a gytijtése, ugyanis a taplalkozast abbahagyva elhagyjak
a taptalajt és szaraz helyet keresnek a fiola falan, ahol késébb bebabozodnak. A baballapotokat
a szintik és a bab belsejében tortént morfoldgiai valtozasok alapjan kilonitettink el (Paul és
Bownes 1981). Az elébab (P1) allapotot a fehér szine alapjan kulénboztettik meg a barna
baboktol. A bab fazis négy napot 6lel fel 15 baballapoton keresztil (P1-P15), amelyek kozil
egy viszonylag korai (P4-es) és egy vedlés el6tti, un. farat adult (P15-6s) allapotbdl gytjtottink
mintat. Az kifejlett allatok koziil két idépontban gy(ijtottiink mintat, a kikelést kovetd 12 oran
beliil illetve harom nap mulva, kiilén himeket és néstényeket. A mintakat a felhasznalasig -80
°C-on taroltuk. A fent leirt modon szinkronizalt allatokbdl szdveteket is boncoltuk: L3-as
stadiumu larvabol agyat, nyalmirigyet és zsirszdvetet, mig a kifejlett allatokbol tesztiszt és
ovariumot boncoltunk, illetve elvalasztottuk a fejet és a testet. A boncolasokat PBS-ben
(Phosphate-Buffered Saline, 10 mM foszfat puffer, 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl) végeztilk,
majd a mintakat azonnal folyékony nitrogénbe raktuk és a felhasznalésig -80 °C-on taroltuk.

3.2.2. Fehérje extraktumok keészitése
Minden fejlédési stadiumbol és szovetbdl gylijtott mintat kétféle homogenizalo

pufferben tartuk fel. A mintak felét 100 pl Bl pufferben [100 mM Tris, pH 7.6, 150 mM NacCl,
1mM EDTA, 10 mM N-Ethylmaleimide (NEM, Sigma-Aldrich), 20 uM MG132 (Calbiochem)
és 1xEDTA-mentes Complete Proteinaz Inhibitor Koktél (PIK, Roche)] tartuk fel, melyben az
NEM cisztein proteaz inhibitor gatolja a DUB-ok nagy részének miikodését, mig az EDTA a
metalloprotedaz funkci6ju DUB-okat gatolja. A mintak masik felét BIl pufferben (Bl
kiegészitve 2 mM DTT-vel, NEM nélkil) homogenizaltuk, melyben a DUB-ok megérzik az
aktivitasukat. A homogenizalt mintakat 4 °C-on centrifugaltuk (21000 g), a fellilusz6t pedig Uj
cs6be pipettaztuk, majd a BI pufferben feltart mintdkat koncentracidomérést kovetéen 4x
Laemmli minta pufferrel (40% glicerin, 240 mM Tris-HCIl pH=6,8, 8% SDS, 0.04%
bromfenolkek, 5 % 2-merkaptoetanol) egészitettiik ki és felforraltuk. A BIl pufferben

homogenizalt mintakat harom oran keresztiik 25 °C-on inkubaltuk, majd megmeértiik a mintak
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teljes fehérje tartalmat és szintén 4xLaemmli pufferrel kiegészitve felforraltuk. A mintak
hataroztuk meg a gyartd protokollja alapjan. Kivételt jelentenek az Usp1423? mutansokbol
szarmazd tesztisz mintak, ezek esetén Bradford festést (Bradford 1976) kovetd

spektrofotometriat alkalmaztunk.

3.2.3. Western Blot
A BI és BII pufferben feltart teljes fehérje extraktumot ubikvitin standardokkal (3, 2, 1

és 0,5 pikomol, Sigma) egyitt 14%-os poliakrilamid gélen, Tris-Glicin SDS-PAGE-el
(Poliakrilamid gélelektroforézisel), méret szerint elvalasztottuk. A teljes fehérje extraktumot
elézetes Western blot kisérletek alapjan minden egyes minta esetén 1xLaemmli pufferrel
higitottuk ki gy, hogy a monoubikvitin sav intenzitasa az ubikvitin standardok intenzitasa altal
meghatarozott intervallumon belil maradjon. Az igy bedllitott koncentraciok igy 1-10 pg
fehérje/10 ul k6zo6tt mozogtak.

A fehérjék méret szerinti elvalasztasat BioRad késziléken vegeztik Tris-Glicin futtatd
pufferben (25 mM Tris, 192 mM Glicin), majd standard Western blot transzferrel a fehérjéket
PVDF membrénra (Merck Immobilon-P) blottoltuk &t. A transzferhez 300 mA aramerdsséget
alkalmaztunk 3 6ran keresztil standard Western Blot transzfer pufferben (20 mM Tris pH 8.0,
150 mM Gilicin és 20 % Metanol).

A membranokat 5%-os tejporos oldatban blokkoltuk, majd elsédleges ellenanyagként
ubikvitin elleni ellenanyagot hasznaltunk (DAKO, Sigma, 1:3000). Az elsédleges ellenanyagot
1%-0s TBST+B-ben oldottuk (10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05% Tween-20, 1% BSA), amely
oldatban a membrant 1 6rat inkubaltuk. A membrant ezutan 3x10 percet mostuk 1XTBST-vel.
A DAKO altal gyartott a-ubikvitin ellenanyagot nyulban termeltették, ezért ebben az esetben
a-nydl (DAKO) tormaperoxiddzzal (horseradish peroxidase-HRP) fuzionalt ellenanyagot
hasznaltunk masodlagos ellenanyagként, mig a Sigma gyartmanyu elsédleges ellenanyaggal
valo immunoblottot kovetden egér elleni masodlagos ellenanyagra volt sziikség. A
membranokhoz ezutan Immobilon Western kemilumineszcens HRP szubsztratot (Merck)
adtunk, majd a HRP-vel katalizalt kemilumineszcens reakcié soran kibocsajtott fényt
sotétkamraban rontgenfilmen (Fujifilm) detektaltuk. A jel megjelenitéséhez a filmen Tental X-
ray hivo és fixir oldatokat hasznaltunk. Az el6hivott rontgenfilmeket BioDoc-It képalkotd
rendszerrel digitalizaltuk, ugy, hogy a képalkotd rendszer UV lampai altal kibocsajtott fényt
egy adapterrel fehér fénnyé konvertaltuk.
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3.2.4. Adatelemzés és statisztika
Az adatok elemzésének els6 1épéseként a digitalizalt képeken ImageJ szoftverrel (NIH,

Bethesda, Maryland) megmértiik a monoubikvitinnek megfelelé savok €s az ubikvitin
standardok denzitasat. Az ubikvitin standardok alapjdn minden egyes immunoblott esetén
felrajzoltunk egy kalibracids gorbét MS Excel XLSTAT programban. A kalibracids gorbék
létrehozasahoz négyparaméteres logisztikai regressziot hasznaltunk, ami megfelel a biologiai
mintak szigmoidalis eloszldsanak modellezéséhez. A modellt leird egyenletet alkalmazva, a
mért denzitasok alapjan, kiszamitottuk a minték ubikvitin koncentraciojat 1 g teljes fehérjére
normalizalva.

A kilonbozé  fejlodési  allapotok és  szovetek ubikvitin - mennyiségének
0sszehasonlitidsat egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) koveté Student-Newman-
Keuls (SNK) tobbszords osszehasonlitd teszttel végeztik el, illetve kétmintas t-probat
hasznaltunk. A mintak dsszehasonlitdsdhoz hasznélt teszteket R statisztikai szoftverben irtuk

meg.

3.3. Cdc26 és Cdc26-like fehérjék filogenetikai analizise a Drosophilidae csaladban

A filogenetikai analizishez az aminosav szekvenciakat az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) adatbazisbol kerestik ki a Cdc26 és Cdc26-like konzervalt N-
terminalis szekvenciaja alapjan BLAST kereséssel. A szekvenciak 6sszerendezését MUSCLE
(Multiple Sequence Comparasion by Log-Expectation) és Clustal Omega modszerrel végeztiik
el, a filogenetikai fat pedig MEGAT7 programmal generaltuk, Neighbor-Joining maddszerrel,

1000 Bootstrap ismétléssel.

3.4. Transzgenikus Drosophila torzsek létrehozasa

A Cdc26 és Cdc26-like funkcionalis vizsgalatahoz olyan DNS konstrukciokat hoztunk
létre, amelyek a human Cdc26 (HsCdc26) fehérje és a haemagglutinin (HA) epitéppal jelolt
Drosophila Cdc26-like fehérje taltermelésére voltak alkalmasak. Ezen kivil olyan DNS
konstrukcidkat is létrehoztunk, amelyek a sajat promoteriik szabalyozésa alatt allo, GFP-vel
fuzionalt Cdc26-ot és Cdc26-like-ot kddoltak. A HsCdc26 gént PCR-el amplifikaltuk human
eredetti cDNS templatrol DreamTag DNS polimerazzal (Thermo Fisher Scientific), standard
kortlmenyek kozoétt (2 mM MgCls, 0,2 mM dNTP, 0,2 mM primer). A PCR-hez a HsCdc26-
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ra  specifikus 5’-GCGAATTCAGTA TGCTGAGACGGAA-3> ¢és a 5-
CGCTCGAGCATGCAAGATAATC CATC-3’ primerpart hasznaltuk (az EcoRI és Xhol
restrikcids helyek kiemelve). A PCR fragmentet pTZ57R/T kl6noz6 vektorba (Thermo Fisher
Scientific) ligaltuk, majd EcoRI és Xhol restrikcios endonukledzokkal végzett hasitast
kovetden az izolalt HsCdc26 gént pENTR1A vektorba ligaltuk az EcoRI/Xhol restrikcids
helyekre. A pENTR vektorok a Drosophila Gateway rendszer (http://www.ciwemb.edu

/labs/murphy/Gateway%?20vectors.html) részei, melynek elénye, hogy a kiindulasi klonbol

(Entry-clone) a vizsgalni kivant gén in vitro rekombinacio segitségével szdmos expresszios
vektorba beépithet6. A HsCdc26 szekvencidt in vitro rekombinécidéval az attB helyet
tartalmazo pTW vektorba épitettik be, majd szekvenalassal ellendriztiik.

A Cdc26-like gén régidjat 5>-GTTTTCCCCCATCATTCACC-3’ forward és az Xhol
restrikcios hasitd helyet hordozé 5’-ATCTCGAGACTCCTCCCCTA-3’ reverz primerrel
amplifikaltuk PCR-el, DreamTaq DNS polimerdzzal (Thermo Fisher Scientific). A PCR
terméket EcoRI/Xhol restrikcios enzimekkel hasitottuk (az EcoRI hasitohely néhany
hasitott pPENTR3C vektorba ligaltuk. Ezt koveten a gént pTWH vekorba rekombinaltuk, ami
a kddolt fehérje C-terminalis végének HA epitoppal valo faziojat eredményezte. A kostrukciot
szekvenalassal ellendriztik.

A tisztitott plazmidokat ezutan olyan Drosophila embridkba injektaltuk, melyek ismert
lokalizacioju attP (phage attachment site) helyet tartalmaztak, ahova ®C31 integraz
iranyitasaval, rekombinacioval beépll az attB helyet hordozé plazmid (Bateman és mtsai.
2006). A pTW és pTWH konstrukciok egy UAS régiot is tartalmaznak, amely a GAL4
transzkripcios faktor kotéhelyéiil szolgal. Az UAS-GALA4 rendszert alkalmazva irdnyathatjuk
a transzgén kifejezodését, ami igy lehet konstitutiv, vagy akar szovet illetve fejlodési stadium
specifius (Duffy 2002).

A sajat promoter altal szabalyozott Cdc26 és Cdc26-like fehérjéket kodold
konstrukciok létrehozasahoz eldszor genomi DNS-t izolaltunk Drosophilabol LiCl/K-acetatos
kicsapasos maddszerrel (E. J. Rhem, BDGP- Berkley Drosophila Genom Project protokoll). A
genomi DNS-r61 Phusion high fidelity polimerazt hasznélva (Phu, Thermo Scientific), PCR-el
felsokszorositottuk a Cdc26 gént és az azt megel6z6 1500 bazisparnyi régiot. A Cdc26-like
esetén hasonlé modon jartunk el, itt a génnel egylitt az azt megel6z6 1000 bazispar hosszi
szekvenciat is amplifikaltuk. A primereket Ugy terveztik, hogy az amplifikalt fragment ne

hordozza a STOP kodont, mivel a kodolt fehérjék C-terminalis vegét terveztik GFP-vel
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fazionalni. Ezen Kivul a primerek 5 végét Hindlll (pirossal jel6lt szekvencia) hasitéhellyel
meghoszabbitottuk, hogy elésegitsiik a PCR fragment tovabbi klonozasat.

Felhasznalt primerek:

Cdc26-regio fw: 5’-CGTAAGCTTCAGCGCTCCAAGTAAATCCT-3’

Cdc26-regio rev: 5’-TATAAGCTTAAGGTGGAGGATGTGCTGGGCT-3’
Cdc26-like-regio fw: 5-CATGAAGCTTTTGGTAAGCAGCAACACCAG-3’
Cdc26-like-regio rev: 5’-GGTAAGCTTGACACTCCTCCCCTAGCCCCA-3’

Mivel nem rendelkeztiink olyan megfeleld vektorral, mely GFP szekvenciat
tartalmazott volna, pEGFP-N2 vektorbél Xhol/Notl endonukleazokkal val6 restrikcios
emésztéssel izolaltuk a GFP-t kddold szekvenciat, majd ugyanezekkel az enzimekkel hasitott
pattB vektorba ligaltuk. A létrehozott plazmidba, Hindlll helyre inszertaltuk a Cdc26 és
Cdc26-like szekvenciakat Ugy, hogy a GFP-vel megegyez6 leolvasasi keretbe keriiltek (6.
abra). A konstrukciokat szekvenalassal ellendriztiik és Drosophila embriokba injektaltuk, ahol
helyspecifikusan integral6dtak a genomba.
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6. abra. A Cdc26-like promdter régiéjat, a Cdc26-like gént és GFP-t hordozd DNS plazmid térképe. A
Cdc26-GFP-t kddol6 DNS konstrukcié is hasonl6 térképpel rendelkezik.
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3.5. Komplementacids Kisérlet

Kisérleteinkhez a Cdc26 P-elem inszerciés mutans alléljat hasznéltuk. A
CG17343EY19920 311l homozigotaként az ecetmuslicak pusztulasat eredményezi legkésébb farat
adult allapotban. A madasodik kromoszoman elhelyezkedd mutans allélt CyO,GFP
kromoszomaval balansziroztuk és a HsCdc26-pTW-t hordozo torzzsel, illetve daughterless-
GAL4 (da-GAL4) driver torzzsel kereszteztik. Az utodok kozul kivalasztottuk és a
komplementacios kisérlethez kereszteztiik a w;CG1734351%920/Cy0, GFP;pTW-HsCdc26 és a
w;CG17343F"1920/Cy,0, GFP;da-Gal4 genotipusti ecetmuslicakat. A daGAL4 driver a

HsCdc26 gén kifejezodését a Drosophila egyedfejlédése soran minden szdvetben indukalta.

3.6. Koimmunprecipitécios kiserletek

A Cdc26-like fehérje APC/C-vel val6 kapcsolatat koimmunprecipitacioval
vizsgaltuk. A Kisérletekhez keresztezéssel olyan ecetmuslicakat hoztunk létre, amelyek
genotipusa makos/Cdc27-pTFW/+;Cdc26-like-pTWH/da-GAL4, igy egyarant taltermeli a
FLAG epitéppal jelolt makos/Cdc27 fehérjét és a HA-jelolt Cdc26-like fehérjét. Pozitiv
kontrollként méakos/Cdc27-pTFW/+;Apcl0-pTHW/da-GAL4 genotipusi  ecetmuslicakat
hasznaltuk, negativ kontrollként pedig vad tipusu (DSKO001) ecetmuslicakat. A fehérje
izolalashoz 500 pl térfogatnyi legyet gyiijtottiink, melyet 600 pl feltard pufferben (20mM
TrisHCI pH 7,6, 100 mM NaCl, 5mM MgCl,, 1ImM DTT, 1xPIK, 5% glicerin)
homogenizaltunk. A homogenizatumbol szoveti tormeléket centrifugalassal (4 °C, 20 perc)
ulepitettiik, majd a szolubilis fehérjéket tartalmazd fellilisz6t steril tiveggyapoton atsziirtiik és
a-FLAG M2 magneses gyongyokkel (40 ul, Sigma-Aldrich) 1 6ra 20 percet inkubaltuk. Az
inkubécié utan a felullszét eltavolitottuk, majd a gyongyoket a feltaré pufferrel haromszor
atmostuk. Ezutan a fehérjeket 1xLaemmli mintapufferben és 5 perc forralassal eludltuk a
gyongyokrol, majd a gyongyoket magnes segitsegével valasztottuk el a fehérjéket tartalmazé
puffertél. Az immunprecipitalt fehérjéket, illetve a gyongyokrél rogton az inkubacid utan
eltavolitott felullszo6t 8%-0s SDS-PAGE-en méret szerint elvalasztottuk. Az SDS-PAGE-hez
Tris-Glicin futtato puffert (25 mM Tris, 192 mM Glicin) hasznaltunk, majd standard Western
blot transzferrel a fehérjéket PVDF membranra (Merck Immobilon-P) blottoltuk at. A
transzferhez 260 mA aramerdsséget alkalmaztunk 3 oran keresztiil standard Western Blot
transzfer pufferben (20 mM Tris pH 8.0, 150 mM Glicin és 20 % Metanol). Annak érdekében,
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hogy a Makos/Cdc27-FLAG interakcids partnerei kozil kimutassuk a Cdc26-like-HA és
Apcl0-HA fehérjék jelenlétet, nyal a-HA monoklonéris ellenanyagot hasznaltunk (Abcam)
1:10.000 higitdsban. Masodlagos ellenanyagkent kecskében termeltetett, nyul elleni
ellenanyagot (DAKO) hasznaltunk.

A Kisérlet megerdsitése érdekében, a fentebb leirtakhoz hasonléan Gjabb
koimmunprecipitacios kisérletet végeztiink, ezuattal viszont a homogenizatumot a-HA agardz
gyongyel (Pierce) inkubaltuk. Az interakcios partnert pedig a-FLAG M2 ellenanyaggal
mutattuk ki, 1:10000 higitasban. Mésodlagos ellenanyagként mindkét esetben kecskében

termeltetett, peroxidaz-konjugélt egér elleni ellenanyagot (DAKO) hasznaltunk.

3.7. Reverz transzkripcio kapcsolt PCR (RT-PCR)

Az egyedfejlédés soran és a kiilonb6z6 szovetekben a Cdc26 és Cdc26-like gének
kifejezodésének mértékét mRNS-r6l atirt cDNS-en végzett PCR-el, DreamTaq polimerazzal
(Thermo Fisher Scientific) vizsgaltuk. A PCR-t telitési ciklusszam alatt (25 ciklus) végeztilk,
igy a PCR termék mennyisége aranyosan leképezi a génrél atirodo mRNS relativ mennyiségét.
A génexpresszio vizsgalatahoz 0-5 és 15-20 6ras embriokbol, L1, L2, korai és kés6i L3 larva
stadiumbol, PS5 és P15 bab stadiumbol, illetve him és néstény adultakbol gyiijtottiink mintat.
Ezenkivul L3 larvabol agyat, illetve felnétt allatokbol ovariumot és tesztiszt is boncoltunk. A
mintakbdl RNS-t izolaltunk Tri Reagens extrakcidval (Invitrogen), majd a mintdkat RNaz
mentes DN&z l-el (Fermentas) kezeltik. A mintdk mindségét agardz gélelektroforézis
segitségével ellendriztiik, ugyanis ha az RNS nem degradalodott, 0.8%-os gélen elvalasztva 2
kb-nél egy éles sav latszik, ami a 18S riboszomalis RNS-nek felel meg. Az RNS-bdl
meghatarozott mennyiséget hasznaltunk templatként (1-5 pg), melyrél RevertAid reverz
transzkriptazzal (Thermo Scientific) irtuk & a cDNS-t random hexamer primerek
kozremiikodésével. A cDNS-t templatként haszndlva, Dream Taqg polimerdzzal (Thermo
Scientific) standard kéralmények kdzott (2 mM MgClz, 0,2 mM dNTP, 0,2 mM primer)
elvégeztik a polimerdz lancreakciot 25 ciklussal. A PCR reakcidba bemért templat
mennyiségét rpL17 primerrel kapott termék mennyisége alapjan allitottuk be. A Drosophila
L17 gén egy riboszomalis fehérjét kodol, melynek expresszidja egységes a kiilonbozo
szovetekben és fejlédési allapotokban, ezért jol hasznélhatd bemérési kontrollként. A templéat
mennyiségének beallitasat kovetden Cdc26, Cdc26-like és makos/Cdc27 génekre specifikus

primereket adtunk a PCR reakcidkhoz. Az eredményeket agar6z gelelktroforézissel
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detektaltuk. A makos-ra specifikus primerekkel végzett RT-PCR igazolta, hogy a DNaz
kezelést kovetden a mintaban nem maradt genomi DNS. A méakos forward és reverz primerek
ugyanis két intront vesznek kozre, igy az RT-PCR-el méretik szerint elkuilonithetéek a cDNS-

16l és a genomikus DNS-r6l amplifikalodott termékek (7. abra).

Az RT-PCR-hez hasznalt primerek szekvenciaja:

rpL17 forward: 5’-GTGATGAACTGTGCCGACAA-3’
rpL17 reverz: 5’-CCTTCATTTCGCCCT TGTTG-3’
CG17343 RT forward: 5’-GCCGCGAACTGCAGACCATC-3
CG17343 RT reverz: 5’-GTCGGCGTCATCGTCCAGGTT-3’
CG3457 RT forward: 5’-CCCCGCGACCTAGGCTTTCTCA-3’
CG3457 RT reverz: 5’-CTGCTCCTCCGGCTG GGTATCAAC-3’
DP1 (makos) RT forward: 5’-AGAGCGCCCCTAGAAAGTCG-3’
DP2 (mékos) RT reverz: 5’-ACGGGCGTGGTCAGAATGTAGTT-3'
CG17343 RT Fw Cdc26
-_ﬂﬂ—_-
CG17343 RT Rv
CG3457 RTFw Cdc26-like
—__—
 tron CG3457 RTRv
makos RT Fwim mdkos
makos RT Rv

7. dbra. Az RT-PCR-hez hasznalt primerek (voros sav) elhelyezkedése. A makos-ra specifikus primerek két
intront vesznek kozre, igy az RT-PCR-el elkiilonithetd a c¢cDNS-r6l és a genomikus régiorol amplifikalt
szekvencia.

3.8. A GFP-jelolt fehérjék vizsgalata Western blottal

A GFP-vel jelélt Cdc26 és Cdc26-like fehérjék vizsgalatahoz Cdc265Y19°20:Cdc26-GFP
és Cdc26-like™;Cdc26-like-GFP transzgénikus torzsekbdl gytijtottiink mintakat, melyekben
a GFP-vel jelolt Cdc26 és Cdc26-like fehérjék kifejezodését a sajat promoteriik szabalyozza.
A teljes fehérjeextraktumok izolalasahoz ecetmuslica embridt, vandorlo L3-as stadiumu
larvabdl boncolt agyat és kifejlett allatokbol boncolt petefészket hasznaltunk. A mintakat
feltard pufferben (20mM TrisHCI pH 7,6, 100 MM NaCl, 5mM MgClz, 1ImM DTT, 1xPIK, 5%
glicerin) homogenizaltuk, 10%-0s SDS-PAGE-en szeparéltuk, majd a mintakat atblottoltuk

PVDF membranra. A GFP-vel jelolt fehérjék kimutatasara GFP-elleni monoklonaris
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ellenanyagot hasznaltunk (FineTest) 1:15000 higitasban, masodlagos ellenanyagként pedig
kecskében termeltetett peroxidaz-konjugalt egér elleni ellenanyagot (Jackson Immuno

Research) alkalmaztunk.

3.9. A Cdc26 foszforilacidjanak vizsgalata lambda foszfataz kezeléssel

A Cdc26EY19920:Cdc26-GFP genotipust vandorld L3 larvakbol agyat boncoltunk, majd
100 pl feltar6 pufferben  fehérjét izolaltunk. A fehérjeextraktumbdl 3x15 pl-t Uj
centrifugacsovekbe pipettaztuk, majd az egyikhez rogton ¥ végtérfogatnyi 4x Laemmli minta
puffert adtunk és 5 percet felforraltuk. Ez szolgalt az els6 kontrolként. A masik két részhez
lambda foszfatdz puffert (NEBuffer for Protein MetalloPhosphatases, NEB) és MnCl-ot
adtunk, majd az egyik mintahoz hozzamértik a lambda protein foszfatazt (NEB). A
foszfatazzal kezelt mintat 30 percig 30 °C-on inkubaltuk, ugyanis ennyi idére van sziiksége az
enzimnek a fehérjék defoszforilacidjahoz, mig a kezeletlen mintat jégen tartottuk (mésodik
kontrol). A mintakhoz ezutan 4x Laemmli minta puffert adtunk és 5 percet forraltuk. A

defoszforilacio eredményét Western blottal vizsgalttuk a-GFP ellenanyaggal (1:15000).
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4. EREDMENYEK

4.1. Az ubikvitin formék kvantifikalasa Drosophila melanogasterben

Az ubikvitin-egyensuly fenntartdsaban szerepet jatsz0 gének vizsgalatahoz olyan
maodszert szerettlink volna alkalmazni, amely lehetévé teszi a szabad és konjugalt ubikvitin
forméak dinamikdjanak kvantifikalasat. A RIA és ELISA modszerek segitségével az ubikvitin
formak mennyisége ardnylag egyszerlien szamszerisithetd, viszont az eredmények kevésbé
pontosak. Ennek oka, hogy a kiilonb6z6 formakat felismerd a-ubikvitin ellenanyagok nem
eléggé specifikusak, ezért kevésbé alkalmasak a szabad és konjugalt ubikvitinkészlet
mennyiségi meghatarozasara (Takada és mtsai. 1995, 1996). Ennél sokkal pontosabb és
részletesebb elemzeést lehet végezni tdmegspektrometrian alapulé médszerekkel. 1lyen példaul
az Ub-PSAQ, amelyben két affinitas reagenssel elvalasztjak a szabad és konjugélt ubikvitint,
majd a mintakat tomegspektrometriaval elemzik (Kaiser és mtsai. 2011). A modszer eldnye,
hogy pontos és igen részletes. Azon kivil, hogy alkalmas a szabad és konjugat ubikvitin
elkiilonitésére, a kiillonb6z6 poliubikvitin lanctipusok mennyiségi jellemzésere is alkalmas. A
modszer hatranya, hogy specialis felszerelést és elokészitést igényel, igy rutinszeriileg nem
alkalmazhatd. Kisérleteinkhez végil egy olyan médszert valasztottunk, amelyet eredetileg egér
szovetekre dolgoztak a kiilonboz6 ubikvitin formak egyszerii és megbizhatdo mérésére (Oh és
mtsai. 2013, 8. abra).

— Bl: DUB gatlas

. . A teljes fehérje
sznqkron}’;a!t — Fehérjeextraktum __| koncentricié
mintak gydjtése készitése -
Bll: Ub bontasa merese
monomerekre
A mono.ul’:)ik’vitin A mono-Ub savok Western blot SDS-PAGE
menn'ylvse’gfenek <+— denzitometriai <— (egyetlena-Ub «—— (minta+Ub
kvantifikalasa a mérése Image) ellenanyag) standardok)
standardokhoz képest szoftverrel

8. dbra. A teljes és szabad ubikvitintartalom mennyiségi meghatarozasanak menete.
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A modszer 1ényege, hogy a szOvetek szabad es teljes ubikvitinkoncentracidja szimultan
meghatarozhatd a teljes fehérje extraktumbdl Western blot kisérletek denzitometrias
mérésevel. A mintakat két kiilonbozé homogenizalé pufferben, a DUB inhibitort tartalmazé
Bl-ben és az inhibitort nem tartalmazé Bll-ben tartuk fel (1. tdblazat). A fehérje extraktumokat
SDS-PAGE-el elvalasztottuk, majd az ubikvitin tartalmat Western-blottal, a-ubikvitin
ellenanyaggal mutattuk ki. A Bl pufferben a DUB inhibitorok gatoltdk a DUB-ok aktivitasat,
igy a konjugdlt ubikvitin érintetlen maradt és SDS-PAGE-el elvélaszthatd volt a szabad
ubikvitint6l. A BII pufferben a DUB-0k aktivak maradtak, igy inkubécié soran a homogenizalt
mintak teljes ubikvitintartalmat az endogén DUB-ok monoubikvitinné konvertaltak. Ennek
kovetkeztében a minta teljes ubikvitintartalma monomerekként volt vizsgalhat6. A mddszer
lehetévé tette, hogy ubikvitin standardokat alkalmazva kvantitativ méréseket végezziink,
mellyel megallapithaté az egyedek és a szOvetek szabad és teljes ubivitin tartalma. Ugyan a
konjugalt ubikvitin kdzvetlentl nem mérhet6, viszont kiszamithat6 volt a monoubikvitin és a
teljes ubikvitin koncentracié kuldnbségeként. A protokollban a mddszer Drosophilara valo

optimalizalés eérdekében szd&mos véaltoztatast végeztiink, a (1. tablazat).

1. tdblazat. A fehérjék optimalis feltarasi korulményei Drosophila és egér mintakra. EDTA = etilén-diamin-
tetraecetsav, IAA = lodoacetamide, NEM = N-Ethylmaleimide, PIK = Proteinaz Inhibitor Koktél, DTT =
ditiotreitol, MG133 = carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal, proteaszéma inhibitor

Egér Drosophila
Puffer

BI BII BI BII
Tris 100 mM 100 mM
NaCl 20 mM 150 mM
EDTA --- 1 mM
IAA 10 mM --- ---
NEM 10 mM
MG132 20 uM 20 uM
DTT 2 mM 2 mM
PIK 1x 1x
pH 7.8 7.6
Inkubaciés ido 2h 3h
Inkubaciés hémérséklet | 37 °C 25°C
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Az ecetmuslica fizioldgiai sajatossagai miatt csokkentettik a feltaré puffer pH-jat majd
jelentdsen noveltiik a sokoncentracidt. A Bl lizatum inkubacios hémérsékletetét 37 °C-rol
pedig a Drosophila enzimek, igy a DUB-0k miikdéséhez optimalisabb 25 °C-ra csokkentettik.
Annak érdekében, hogy megallapitsuk a megfelelé inkubacios idét, amely alatt a DUB-ok a
mintak teljes ubikvitintartalmat monomerekké bontjak, kiilonb6z6 ideig inkubaltuk a BII
lizatumokat, majd Western blottal vizsgaltuk a konjugalt ubikvitin jelenlétét (F1. abra).
Kisérleteink alapjan harom ora volt a megfelelé inkubacios id6. A Bl puffeben fényerzékeny
IAA (lodoacetamide) DUB inhibitort a kevésbé kényes NEM-re (N-Ethylmaleimide) cseréltik
(1. tablazat, F1. abra). A BI pufferhez adott NEM inaktivalta a DUB-ok aktiv centrumaban
helyet foglald ciszteint, mig az EDTA a metalloproteazokat gatolta (Emmerich és Cohen 2015),
ezaltal a konjugalt ubikvitin meg0rizte azt az allapotot, melyben a feltaras pillanataban volt.
A BI pufferben feltdrt mintdkban az SDS-PAGE-et kovetd Western blottal jol
elkiilonithet6 volt a 8,6 kDa méretii szabad monoubikvitin a nagyobb mérettartomanyu
konjugalt ubikvitint6l. A BII pufferben feltart mintakat vizsgalva pedig képet kaphatunk az
egyed vagy a szovet teljes ubikvitinkoncentracidjarol, ugyanis a mintakban fellelheté endogén
DUB-ok a konjugalt ubikvitint teljes egészében monomerekre bontjak. A teljes ubikvitin
tartalom igy egyetlen monoubikvitinsadvban jelenik meg 8,5 kDa magassagban, igy egyetlen

ellenanyaggal lemérhet a mennyisége (9. abra).

him ndstény
W BI BII Ub standardok (pmol) MW BI BII Ub standardok (pmol)
(kDa) 05 1 2 3 (03 05 1 2 3
a-Ub —_ N
50 —
70—
40 —
50 —
40 —
35 —
35 —
25 —
25 —
15 — 165 —
10 — mm— . - - . R Y — . —
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Osszfehérje —_— _
koncentracié 8 Hg 4pug 4pg 2pg

9. dbra. A BI és BIl pufferben feltart Drosophila mintak vizsgilata Western blottal, a-ubikvitin
ellenanyaggal. Az 1-2 savban a Bl-ben, a 2-3 savban a Bll-ben homogenizalt mintdk technikai ismétlései
lathatoak. Az 5-8 savok az ubikvitin standardokat tartalmazzak. A példaként bemutatott felndtt him és ndstény
ecetmuslica mintakat elézetes kisérleti eredmények alapjan higitottuk olyan mértékben, hogy az ubivitin
mennyisége a standardok altal meghatarozott skalan helyezkedjen el.
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A Kisérleti rendszer beéllitasa soran szembesultiink azzal, hogy a teljes fehérje
koncentracidhoz viszonyitva a kiilonbozé egyedfejlodési stddiumokbdl, illetve szovetekbol
szarmazd mintdk ubikvitin mennyisége jelentésen eltér, igy egyes mintdknal az ubikvitin
mennyisége meghaladja a legtéményebb ubikvitin standard koncentraciojat. Ezt a mintak
higitasaval korrigaltuk el6kisérletek alapjan, igy a gélen elvalasztott fehérjeextraktum ubikvitin
tartalma nem haladta meg 3 pmol-0s mennyiséget.

A Western blot kisérletek detektaldsara hasznalt rontgenfilmeket digitalizaltuk, majd
kvantifik&ltuk a mintak ubikvitin tartalmat, oly médon, hogy a 0,5, 1, 2 és 3 pmol mennyiségii
ubikvitin standardokon ImageJ szoftverrel denzitometrias mérést végeztink, majd az adatok

alapjan felrajzoltuk a kalibracids gorbét (11. abra).

R2=0.99

A 0O

Relativ denzitas
w

0 1 2 3
pmol Ub
Standardok o s D
pmol Ub 0.5 1 2 3

11. abra Az ubikvitin standardokkal létrehozott kalibréaciés gorbe. A Western blottal detektalt ubikvitin
standardok denzitometrids mérésbdl kapott adatok alapjan felrajzoltuk a kalibraciés gorbét négyparaméteres
logisztikai regressziot alkalmazva.

A gorbe létrehozasadhoz négyparaméteres logisztikai regressziot hasznaltunk, mely modellt a
kovetkezo képlettel lehet leirni: y=d+(a-d)/[1+(x/c)"], ahol a a minimum érték, d a maximum
érték, c a gorbdleti pont, mig b a Hill egyiitthatd (Velund 1978). A képlet felhasznalasaval a
denzitometridval mért adatokbdl (y) kiszamitottuk az ismeretlen (x) értékét, ami ebben az
esetben a mintak ubikvitin mennyiségét jel6lte. Az eredményeket elosztottuk az adott minta
mintaban.

A teljes ubikvitinkoncentracio mérésének pontossaga azon alapszik, hogy az ubikvitin

monomerek az inkubacids id6 soran nem degradaldédnak. Azt, hogy az ubikvitin mennyisége
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nem csokken szignifikansan ugy igazoltunk, hogy 3-6 o6ra inkubaciot kovetéen megmeértik a

- sz

cyey

mindegyikébdl 2,5 pg-ot SDS-PAGE-en elvalasztottunk, majd Western blottal, a-ubikvitin

ellenanyaggal vizualizaltuk a monomereket (10. abra).

Inkubacios 1d6
(6ra)

a-Ub — EE— — — — —

3 3.5 4 4.5 5 6

10. &bra. Az ubikvitin mennyisége nem valtozik a 3-t6l 6 6raig tartd inkubacié soran. A vandorlo L3-as
stddiuma larvabol szdrmazo fehérjemintakat Bl pufferben tartuk fel. A Bll-ben feltart fehérjeextraktumbdl 3 6ra
inkubaciot kovetden fél dranként mintat vettiink. Az ubikvitin mennyiségi valtozasat Western blottal vizsgaltuk.

Mint ahogy az a 6. abran lathat6, még 6 oOra inkubacié utan sem tapasztalhatd
szignifikans ubikvitin degradacié. A monoubikvitin savok denzitasat ImageJ szoftverrel
lemértiik, majd a kiilonb6z6é idépontban kapott értékekbdl kiszamitottuk az ubikvitin relativ
értékkel. A teszt eredményét a 2. tablazat 6sszegezi. Adataink igazoltak, hogy az ubikvitin
mennyisége nem csokken a mintadban talalhaté teljes fehérje mennyiségéhez képest a

kisérleteinkben alkalmazott 3-6 6ra inkubacids id6 alatt.

2. tdbldzat Az ubikvitin mennyiségének valtozasa Bll-pufferben valé inkubaciot kovetden. Az ubikvitin
relativ koncentréacidjéat az ImageJ-vel mért denzitometrias adatokbdl szamoltuk ki az els6 iddponthoz viszonyitva.
A szamitasokhoz négy kisérletsorozatot végeztiik, majd az eredményeket atlagoltuk.

Az ubikvitin relativ mennyisége a 3 oras inkubacio utan

Minta 3h 3.5h 4h 4.5h 5h

1 1 1.01 1.09 0.99 -

2 1 1.03 1.04 1.05 1.14

3 1 1.12 1.18 1.05 1.11

4 1 1.15 1.04 0.98 1.00
Atlag 1 1.08+0.07 1.09+£0.07 | 1.02+0.04 | 1.08+0.07
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A kiserleti kortlmenyek optimalizalasa Drosophilara lehetové tette, hogy az ubikvitin
formak dinamikdjat barmely egyedfejlodési dallapotban és szdvetben egyszerlien ¢és
koltséghatékonyan vizsgéljuk. A modszer arra is alkalmas volt, hogy az ubikvitin rendszert
érinté gének mutacidinak hatasara az ubikvitin-egyenstlyban bekovetkezett valtozasokat
kvantifikaljuk. Ez kozelebb vitt minket ahhoz, hogy jobban megértsiik, milyen szerepet

jatszanak ezek a gének az ubikvitin homeosztazisban.

4.2. Az ubikvitin formak dinamikus egyensiilya az egyedfejlodés soran

Az ecetmuslica minden egyedfejlddési stadiumabol mintat gyijtottiink (embrid, larva, bab
¢és feln6tt stadiumokbol), hogy vizsgaljuk az ubikvitin formék dinamikajat. Eredményeink
alapjan abrézoltuk a teljes és a szabad ubikvitinkoncentraciot valtozasait az egyedfejlédés
folyaman (12A. abra). A konjugalt ubikvitin mennyiségét ugyan kozvetlentl nem tudtuk

lemérni, viszont megadhatd volt a teljes és szabad ubikvitin kilénbségekent (12B. abra).

A 14 m Teljes Ub

m Szabad Ub
1.2

néstény
ndéstény

0.8

0.6

pmol Ub/ug protein
him

0.4

him

0.2

Nap 0.I3 0.6 0.9 2 3
|

-

5 6 7 9 9,5 12
1 .

. -

embrio L1 L2 adult

0 CUCURE XNIE )P0 X X )

m Szabad Ub = Konjugalt Ub

12. dbra. Az ubikvitin formék dinamikus valtozasa az egyedfejlédés soran. Az oszlopok a teljes (kék oszlop)
és szabad (narancssarga oszlop) ubikvitin koncentracié mérések (n=3) atlagat és szdréasat abrazoljak (A). A
konjugélt (rézsaszin) és szabad ubikvitin ardnyanak véaltozasat a kdrdiagrammok szemléltetik (B). A statisztikali
egyszempontos ANOVA (p < 0.05) analizist koveté SNK (Student—Newman—Keuls, p < 0.05) post hoc teszttel
végeztik (F1. tablazat).
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Az embrionalis fejlodés soran, amely egy nap alatt jatszodik le, nem toértént szignifikans
valtozas az ubivitin mennyiségében, majd L1 fazisban egy hatalmas ugras kovetkezett be,
anélkul, hogy a szabad és konjugalt ubikvitin ardnya megvaltozott volna. Az egyedfejlédés
alatt az L1-ben mértik a legmagasabb teljes ubikvitin koncentraciot, a szabad ubikvitin
koncentracidja pedig a harom napos néstényekben volt a legmagasabb. Az L1 fazist kdvetéen
az ubikvitin mennyisége folyamatosan csokkent a korai L3 stadiumig, majd a vandorl6 L3-ban
enyhén megugrott az teljes ubikvitin koncentracio, ezzel egyidében pedig megfordult a szabad
és konjugalt ubikvitin ardnya a kotott ubikvitin javara. A larva-bab atmenetnél a szabad
ubikvitin aranya lényegesen megemelkedett, a baballapot sordn pedig mind az ubikvitin
mennyisége, mind a pedig szabad és kotott ubikvitin ardnya dinamikusan valtozott. Kifejlett
ndstényekben magas volt mind a teljes, mind a szabad ubikvitin koncentrécidja, mig himekben
a teljes ubikvitin szintje ennél jéval alacsonyabb volt, viszont magas a szabad ubikvitin
arannyal (12. abra).

A méréseink alapjan képet kaptunk a Drosophila egyedfejlédés ubikvitinprofiljanak
dinamikéajarol. Mind az ubikvitinszint, mind az ubikvitin formak aranya stadiumrol-stadiumra

valtozik, ami 6sszhangban lehet az egyedfejlédés soran végbemend fizioldgiai folyamatokkal.

4.3. Larvalis és felnott szovetek ubikvitin tartalma

Az ubikvitin formak mennyisége nem csupan a Drosophila fejlédése kozben valtozhat,
hanem az egyedfejlodés soran differencialodott szovetekben is kiillonbozhet. Az ubikvitin
koncentracié méréséhez vandorld L3-as stadiumu larvabdl boncoltunk agyat, zsirtestet és
nyalmirigyet, illetve adultbol tesztiszt, petefészket, fejet és fej nélkili testet. A méréseink
igazoltak, hogy az egyeden beliil, a kiilonb6z6 szovetek ubikvitin tartalma és a forméak aranya
eltérd lehet (13. abra). A legszembetiinébb az ovariumban mért magas ubikvitin koncentracio
volt. A néstény fejében (agy) ez az érték joval alacsonyabb, amibdl feltételezhetd, hogy a
ndstény emelkedett ubikvitinszintje a petefészeknek volt koszonhet6. A tesztiszben is relative
magas ubikvitinszintet mértiink, ami arra utalhat, hogy az ubikvitinfiiggé folyamatok fontos
szerepet jatszathatnak az ecetmuslica ivarsejtképzési folyamataiban. Ezen kivil a szabad és
konjugalt ubikvitin aranya is erdekes informaciokkal szolgalt, ugyanis a fejlodési és mitotikus
szempontbdl aktiv szdvetek, mint az agy, tesztisz vagy ovarium, magas szabad ubikvitin

tartalommal rendelkeznek, mig példaul a zsirtestben ennek mennyisége igen alacsony.
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A larvalis és felnétt szovetekben mért kiildnbségek az ubikvitin mennyiségében, illetve a
szabad és kotott ubivitinek aranyaban meger6sitik, hogy akar egy egyeden belll, a szévetek

funkcionalis kiilonbségei eltérd ubikvitin dinamikét eredményezhetnek.
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13. &bra. Larva és adult szdvetek ubikvitin profilja. Az oszlopok a teljes (kék oszlop) és szabad (narancssarga
oszlop) ubikvitin koncentracié mérések (n=3) atlagat és szorasat abrazoljak (A). A konjugélt (r6zsaszin) és szabad
ubikvitin ardnyanak véltozasat a kérdiagrammok szemléltetik (B). A statisztikai egyszempontos ANOVA (p <
0.05) analizist kovetd SNK (Student—Newman—Keuls, p < 0.05) post hoc teszttel végeztik (F1. tablazat).

29

m Szabad Ub = Konjugalt Ub

4.4. Az Rpnl0/p54 funkcidvesztése valtozast eredményez az ubikvitin formék
mennyiségében

Az ubikvitin-proteszéma rendszer fontos szerepet jatszik az ubikvitin korforgasban, igy
a rendszer meghibasodéasa az egyensuly felborulasahoz vezethet. Az Rpn10/p54 a proteaszéma
szabalyozo alkomplexének alegysége, amely ubikvitin receptorként miikodik. Ez a receptor
felelds egyes poliubikvitinalt proteaszOma szubsztratok szelektiv felismeréséért és
megkdtéséért, igy jarulva hozza ezek proteaszomalis degradaciojahoz (Lipinszki és mtsai.
2011; Szlanka és mtsai. 2003). Kimutattdk, hogy az Rpnl0/p54 funkciovesztése esetén
akkumulalodnak a poliubikvitinalt fehérjék, mi pedig arra voltunk kivancsiak, hogy ez milyen
valtozasokat eredmenyez az ubikvitin-egyenstlyban. Az Rpnl0/p54 génkifejez6dését RNS
interferenciaval csendesitettiik, melyet da-GAL4 driverrel indukaltuk, ennek hatasat pedig az

ubikvitin-egyensulyra vandorld L3 larvaban vizsgaltuk (14A. és 14C. abra).
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Az Rpnl0/p54 csendesitése a konjugalt ubikvitin és a szabad ubikvitin monomerek
akkumulécidjat egyarant eredményezte (14A. és 14C. abra). A BIl pufferben feltart
Rpn10/p54™Si/da-GAL4 mintdkban az endogén DUB-ok tobb 6ras inkubaciot kdvetden sem
voltak képesek a konjugalt ubikvitint teljes mértékben monomerekké bontani. Mivel igy a
Western blot kisérletek soran a monoubikvitin sdv nem tartalmazta a minta teljes ubikvitin
tartalmat, a denzitometrids mérés soran csak hozzavetOleges eredményt kaptunk a tejes
ubikvitin tartalomrol. A 14 C &bran lathat6, hogy a minta teljes ubikvitin koncentraciojanak
mérése soran igy is tobb mint kétszeres emelkedést sikerilt kimutatnunk a kontrolhoz képest

(p-érték=6.523e-07 a Welch t-préba alapjan), melyhez nagymertékben hozzajarult a szabad

-z

=77

ubikvitin  koncentraciojanak valtozésat a teljes és szabad ubkvitinmérési adatok
kilonbségeként lehetett megadni. A vad tipusi kontrollban a konjugalt ubikvitin
koncentracidja (a teljes és szabad ubikvitin koncentracidk atlagainak kilonbsége) 16 pmol volt
egy ug fehérjére nézve, mig a p54 csendesitése kovetkeztében ez az érétek 29 pmol-ra
emelkedik. A valds érték ennél kissé magasabb lehet, amiatt, hogy nem sikerilt a teljes
ubikvitinkészletet konvertalni monomerekké. Erre a jelenségre részben magyarazatul
szolgalhat, hogy az Rpn10/p54 hianyaban gyengll a proteaszéma kapcsolata a vele asszocialt
DUB-okkal, igy cstkkenhet ezeknek a DUB-oknak az aktivitasa (Hu és mtsai. 2005; Leggett
és mtsai. 2002). Emellett elképzelheté, hogy az akkumulalddott fehérjék lebonthatatlan,
elagazd poliubikvitin lanccal rendelkeztek (Kim és mtsai. 2009).

Méréseink eredmeénye ravilagitott, hogy a Rpn10/p54 gén funkcidvesztése komoly
hatassal van az ubikvitin-egyensulyra, mind a teljes ubikvitin tartalom, mind az ubikvitin

formak osszetételének szintjén.

4.5. Az Usp5 funkciovesztésének hatasa az ubikvitin-egyensulyra

A proteaszOma szubsztratokhoz konjugalt ubikvitin Gjrahasznositasanak folyamataban
Iényeges szerep jut az Usp5 DUB-nak. Az Usp5 a poteaszoma szubsztratjairdl lehasitott szabad
poliubikvitin lancok hidrolizisét végzi, ezaltal felszabaditva az ubikvitin molekuldkat. (Wang
és mtsai. 2014; Kovacs és mtsai. 2015). Az Usp5 gén funkcidjanak kiesése a szabad
vezethet (Dayal és mtsai. 2009). Kivancsiak voltunk, hogy ez mekkora névekedést eredményez

az ecetmuslica vandorlé L3 larvakbol izolalt fehérjemintak ubikvitinszintjében és milyen
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hatassal van az ubikvitin forméak eloszlasara. Annak érdekében, hogy ezt vizsgaljuk, a feherjét

kodold gen kifejez6dését RNS interferenciaval csendesitettilk vandorld L3 larvakban, majd

kimutattuk az ubikvitin-egyensulyban bekdvetkezett valtozasokat (14B. és 14C. abra).

A B C
Bl . BIII - Bl BII 10 | & Teljes Ub
p5ARNSI K pBARNSI K o) UspSRIAI K Usp5RWATK - Szabad Ub
-~ —140— . g 08 T
—100— o
— 70— 2 0.6
oo
— 50 — =
_ 40— S 04
— 35— e
E 02
— 25
p54 Usp5
— 15 — (pmol Ub/ug protein)
Total Ub Szabad Ub
p54RIA 0.73£0.04 0.44x0.01
T —— 10— G cani> Usp5RNAI 0.80+0.09 0.16+0.05
s us S Kontrol 0.36:0.09 0.20:0.06

14. abra Az ubikvitin formak mennyiségi valtozasa az Rpnl0/p54 (A és C) és az Usp5 (B és C)
funkciovesztése kdvetkeztében. A BI (1.,2.,5. és 6. sav) és BlI (3.,4.,7. és 8. sav) pufferben feltart vad tipust (K)
és mutans L3-as stadiumu larvak vizsgalata Western blottal, a-ubikvitin ellenanyaggal (A és B). A szabad
ubikvitin (8,5 kDa) denzitometrids mérésével, ubikvitin standardok segitségével allapitottuk meg az ubikvitin
koncentraciokat. *p < 0.05 (C). A felvitt Gsszfehérje koncentraciok: p54~NSi BI - 3 pug, p54~NS BII - 2,5 ug,
Usp5RNST Bl - 3 pg, Usp5RNS BIIL - 1,5 ug Ctrl BI -5 g, Ctrl BII—2,5 pg.

A géncsendesités kdvetkeztében di-, tri-, tetra- és az ennél hosszabb poliubikvitin lancok
jol lathato létraként jelentek meg a Western blottokon (14B. abra). Ez a mintak teljes
ubikvitinszintjének kétszeres koncentraciéndvekedéseében nyilvanult meg a kontrollhoz képest
(14C. ébra, p-érték=0.009568), mig a monoubikvitin esetében a koncentracié enyhe, nem
szignifikans csokkenését figyeltiik meg (14C. abra, p —érték=0.2581). Ez azt jelentette, hogy a
szabad poliubikvitin lancok és a konjugalt ubikvitin egylttes koncentracidja négyszerese a
kontrollénak, ami annak kévetkezménye, hogy az Usp5 felelGs a szabad poliubikvitin lancok
monomerekké bontasaért.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az Usp5 és a p54/Rpnl0 gének csendesitése
egyarant jelent6s, a kontrollhoz képest tobb mint kétszeres novekedést eredményezett a sejtek
teljes ubikvitinszintjében. A gének azonban eltéré szerepeket toltenek be az ubikvitin-
egyensuly fenntartasaban, amiket tiikroztek az az ubikvitin formak aranyaban és dsszetételében

tapasztalt 1ényeges eltérések.
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4.6. Az Uspl4 null mutans tesztiszében csokken a szabad ubikvitinkészlet

Az ubikvitin-proteaszoma renszer ubikvitin-Ujrahasznositasdban az Usp5-6n kivil més
DUB-ok is szerepet jatszanak. Az Uspl4 egy proteaszOma asszocialt DUB, amely a
proteaszoma szubsztratok lancvégi ubikvitinjeinek eltavolitasaval egyenként felszabaditja az
ubikvitin monomereket, ezaltal részt vesz az ubikvitin formak korforgasaban (Lee és mtsai.
2011). A csoportunkban vegzett kisérletek ravilagitottak, hogy Drosophilaban az Usp5
funkcidvesztése altal eléidézett monoubikvitin hidny kovetkeztében megemelkedett az Usp14-
et kddolo gén expresszidja, ami feltételezhetden szerepet jatszik az ubikvitin stresszvalaszban
(Kovécs és mtsai. 2015). A Uspl4 funkcidvesztéses mutacidja az ecetmuslica életképességét
nem befolyasolta, viszont himsteril fenotipust eredményezett, amelyet a spermiumok szintjén
individualizacios hibak jellemeztek (Kovacs és mtsai. 2019, publikécié alatt). A himsteril
fenotipus alapjan feltételeztik, hogy az Uspl4 a tesztisz ubikvitin-egyenstlyaban jatszik
szerepet. Eleszté és egér modellben végzett kisérletekben az Uspl4 hianya a
monoubikvitinkészlet csokkenését eredményezte (Anderson és mtsai. 2005; Leggett és mtsai.
2002), igy kisérleteink soran az ecetmuslica szvetekben a szabad ubikvitin koncentracioban
bekdvetkezett valtozasokat hataroztuk meg (15. abra).

A Tesztisz Him test Ovaérium N&stény test
K Usp14A32 K Usp14A32 K Usp14A32 K Usp14A32
U, S W A R v —
a-
’ ; - — - :_-;
Coomassie - —— S — — —
Tesztisz Him test Ovarium Nostény test
Mono-Ub %
74+6 97+6 96+9 94+6
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100
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2
2
5 60
£
® 40
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0
Tesztisz Him test Ovarium NGstény test

m K W Uspl4d

15. &bra. A szabad ubikvtin relativ mennyiségének valtozasa a vad tipust kontrollhoz képest az Usp144%
mutansokban. Az Usp144%? mutans tesztiszben a monoubikvitinszintje kozel 30%-kal csokkent, mig a him
tesztisz nélkili testében nem kiilonbdzott a vad tipus és a mutans szabad ubikvitin mennyisége. Ugyancsak nem

figyelhet6 meg szignifikans valtozas az Usp14%2 muténs ovariumban illetve az ovarium nélkiili néstény testében.
*
p < 0.05.
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A monoubikvitinszint valtozasainak méréséhez az Usp14/%?, CRISPR/Cas9 technikaval
Iétrehozott nullmuténst hasznaltuk. Vizsgélatainkhoz haromnapos feln6tt himek tesztiszét
boncoltuk ki, majd a tesztiszbdl és a tesztisz nélkiili testbdl fehérje-extraktumot készitettlink.
Kontrollként az ugyancsak haromnapos néstények ovariumabol és testébdl készitettlink
homogenizatumokat. Ahogy az a 15. abran is lathatd, az Uspl4 funkcidvesztése kdzel 30%-
0s csokkenést eredményezett a tesztisz szabad monoubikvitin koncentréacidjaban a vad tipusu
kontrollhoz képest, mig a mutans ovariumban a reproduktiv szervek nélkili testekben az
monoubikvitin mennyisége nem valtozott.
csupan az Uspl4 mutansra volt jellemzd. Az Ubi-p63EEY?734! poliubikvitin gén hipomorf
mutécidja egy még drasztikusabb csokkenést eredményezett a szabad ubikvitin készletben.
Ennek oka, hogy a tesztiszben elsésorban ez a gén felelds az ubikvitin szintézisért (Lu és mtsai.
2013), a szabad ubikvitinkészlet fenntartasaban bedig feltehet6en 1ényegesen nagyobb szerepet
jatszik az ubikvitin de novo szintézise, mint az Usp14 kozremiikddésével torténd ubikvitin-
Ujrahasznositas. Az Usp14732;Ubi-p63EEY"3#* kettés mutans ubikvitinprofiljat vizsgalva a
szabad monoubikvitinkészlet mennyiségének tovabbi szignifikans csokkenését figyeltiik meg
(16. abra). Ez a szinergisztikus hatds funkcionalis kapcsolatot feltételez a két gén kozott és

igazolja, hogy az ubikvitin homeosztazist szabalyoz6 szereplk ugyanazon a rendszeren beldil

val6sul meg.
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16. abra. A szabad monoubikvitin mennyisége jelentésen csokken az Usp144%2, Ubi-p63EEY?734! muténs és
az Usp14432; Ubi-p63EEY0734! kettés mutans tesztiszben. Az a-ubikvitin ellenanyaggal készilt immunoblottok
(A) denzitometrids mérését kovetben az ubikvitin standardok alapjan szadmoltuk ki a szabad ubikvitin

- zez
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Az ubikvitin-proteaszoma rendszer szabalyozdsaban szerepet jatszd gének vizsgalata
ravilagitott arra, hogy a rendszer kiilonb6z6é Iépéseiben hatd gének kiilonbozoképpen
befolyasoljék az ubikvitin-egyensulyt. A p54/Rpnl0 és az Usp5 funkcidvesztése egyarant az

crer

az Uspl4 mutacioja a szabad monoubikvitin-szintben eredményezett szignifikans csékkeneést.

4.7. Az APC/C ubikvitin ligaz Cdc26 alegysegének homoldgjai Drosophildban

A Cdc26-ot, mint az APC/C legkisebb alegységét a mérete miatt sokaig nem
azonositottak Drosophila melanogasterben. Csoportunk az élesztd és ember Cdc26 konzervalt
aminosav szekvencidja alapjan ecetmuslicaban két lehetséges homoldgot is azonositott, egy 84
aminosavbol allé fehérjét, melyet a CG17343 gén kddol, illetve egy 188 aminosav hosszu
fehérjét, melyet a CG3457 gén kddol (17. &bra).

I TTLOESHD SLIDDLNEQ Q(124) S.cerevisiae
I PTRID LOEYE-AMRK- AK (72) A.mellifera
PTRLE TEEFE-SVKK-EBESR (88) D.rerio
PTRLE IEEFE-GVRK-DBESR (84) G.gallus
PTRLE IEEFE-SIRK-DEEAR (85) M.musculus
PTRLE IEEFE-NIRK-DEETR (85) H.sapiens
LOQTI SBLKEYEQAKME - (84) D.melanogaster (CG17343)
LOKIT SBLKD ARQKN GA (192) D.melanogaster (CG3457)

17. &bra A Cdc26 fehérje konzervalt N-termindlis szekvenciajanak osszehasonlitasa kiilonbozé fajokban.
Pirossal az azonos, sargaval a hasonlé aminosavakat jel6ltik.

A két gén funkcidvesztéses mutéansait vizsgalva kiderult, hogy a CG17343 altal kédolt
fehérje létfontossagt, mig a CG3457 géntermék hianyaban nem tapasztaltunk fenotipus
valtozast, az ecetmuslicak életképesek és fertilisek voltak. A CG17343 mutans emellett a tobbi
ismert APC/C alegység mutansaihoz hasonldé mitotikus fenotipust mutatott. L3 stadiumu
larvabdl izolalt agyakat vizsgalva metafazis szer(i allapotban rekedt sejteket, tilkondenzalt
kromoszomakat, rendezetlen anafazist és poliploid sejteket lehetett megfigyelni. A CG3457
mutacioja esetén a mitotikus fenotipus nem tért el a kontrolltdl, viszont a fehérje tultermelése

képes volt menekiteni a CG17343 mutans fenotipusat (Horvath Judit szakdolgozat 2009, nem
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publikalt adatok). Az eddigi eredmények alapjan, a tovabbiakban a CG17343 gén altal kédolt
fehérjere Cdc26-ként, mig a CG3457 altal kodolt fehérjére Cdc26-like-ként utalok.

A Cdc26 és Cdc26-like N-terminalis, 20 aminosav hossz( szekvenciaja 70%-0s
azonossagot mutatott a Clustal Omega algoritmussal val6é 6sszehasonlitas soran (F2. dbra). A
szekvencidkkal végzett NCBI BLAST keresések ramutattak, hogy mig a Drosophilidae
csaladba tartozé fajokban mindkét Cdc26 homolog jelen van, addig a tobbi vizsgalt rovar
fajban csupan egy homoldgot taldltunk. A fehérjék kialakulasat a Cdc26 homolog aminosav
szekvenciak filogenetikai analizisével vizsgaltuk, amelyek 7 Drosophilidae csaladba tartozé

fajbol és hat masik rovarfajbol szarmaztak (18. abra, F2. abra).

231 1 Drosophila simulans
31 1 Drosophila erecta
il Drosophila melanogaster
@ 1 Drosophila yakuba Cdc26

1 Drosophila persimilis
59 —1:1 Drosophila virilis

98 1 Droso phila grimshawi
46 5 2 Drosophila simulans 7]
2 Drosophila melanogaster

68| ag | 2 Drosophila yakuba
53 L 2 Drosophila erecta Cdc26-like
2 Drosophila persimilis

2 Drosophila virilis
93 ? 2 Drosophila grimshawi

Aedes albopictus

Lucilia cuprina

Rhagoletis zephyria
a6 Bactrocera dorsalis
100 [Bactrocera latifrons

Apis mellifera

Q10

18. dbra A Cdc26 és Cdc26-like homolog fehérjék filogenetikai vizsgélata. A Drosophila és mas rovar fajok
aminosav szekvencidinak Osszerendezéséhez MUSCLE algoritmust haszndltunk. A filogenetikai fat MEGA7
programmal generéltuk, Neighbor-Joining modszerrel és 1000 Bootstrap ismétléssel. A Bootstrap érték (az
elagazasokat jel6lé szam) az egyes elagazasok helyességének valdszinliségét szazalékban adja meg. A torzsfa
Iéptéke 0,1, ami azt jelenti, hogy az adott hosszisagu szakaszon 0,1 szubsztitdcio6 jutott egy aminosavnyi helye.
1-el a Cdc26 homolog szekvenciakat, 2-el a Cdc26-like homoldg szekvenciakat jel6ltiik a Drosophilidae csaladba
tartozo fajokban. Pirossal a Cdc26 leszarmazasi vonalat, kékkel a Cdc26-like leszarmazasi vonalat jeldltik.

A vizsgalt szekvenciak kdzil majdnem mindegyik a Diptera rendbe tartozo fajokbdl
szarmazott, kivéve Hymenoptera rendbe tartoz6 hazimeh Cdc26 homoldg szekvencidjat,
melyet kllcsoportként alkalmaztunk. A szekvenciak Osszerendezését kovetden felrajzolt

torzsfan latszik, hogy a Drosophila Cdc26 paralogok szétvalasa azt kovetben tortént, hogy a

49



fehérjek fejlédési vonala elvalt a tobbi vizsgalt kétszarnyl fajtol. A Cdc26 és Cdc26-like
feltehetéen valamikor a Drosophila evollcio kezdetén valt el egymastol, valosziniileg egy
génduplikacios esemény kovetkezményeként, torzsfejlodésiik pedig szépen koveti a
Drosophila fajok evoluciojat (Clark és mtsai. 2007). A Drosophila melanogaster legktzelebbi
rokonai a D. simulans, D.erecta és D. yakuba, amelyek Cdc26 és Cdc26-like szekvenciai is 93
%-nal magasabb egyezést mutatnak. A D. permislilis torzsfejlodésileg tavolabb al, Cdc26
szekvencidja kozel 70%-os, Cdc26-like szekvenciaja 63%-0s egyezest mutat. A legtavolabbi
rokonok a D. grimhawi és D. virilis, melyek a Cdc26 esetén kdzel 60%-0s, a Cdc26-like esetén

50%-0s egyezést mutatnak (F2. abra).

4.8. A human Cdc26 tultermeltetése komplementéalja a Drosophila Cdc26 mutans letalis
fenotipusat

A Jing Wang és munkatarsai (2009) strukturalis és genetikai vizsgalatokkal mutattak ki
human Cdc26 kotddését az APC/C-vel, illetve felfedték a Cdc26 N-terminalis régioja (Cdc26™)
és az APC6 TPR motivuma kdzotti kapcsolatot, amely egy stabil szerkezetet hoz létre. Emellett
azt is igazoltdk, hogy a két fehérje altal Iétrehozott szerkezet evollcidsan konzervalt. Egyrészt
rovar sejtekben termeltetett Cdc26N-t sikeriilt egyitt tisztitani karmosbéka APC6-al, masrészt
sarjadzdélesztOben, Cdc26 mutans hattéren tultermeltetett human Cdc26 menekitette annak
hdszenzitiv fenotipusat. Ennek alapjan elmondhato, hogy a Cdc26 szerepe az APC/C
felépitésében feltehetden nem valtozott az evoldcio soran. Igy ha a human eredetii Cdc26
(HsCdc26) képes menekiteni a Drosophila homol6og fehérjét kdodolé gén (CG17343)
fajbol szarmazo fehérje hasonld szerepet tolt be az APC/C felépitésében és stabilizalasaban.

A Drosophila Cdc26 aminosav szekvenciajat vizsgalva feltiint, hogy az Apc6-al vald
kolcsonhatasban kulcsszerepet jatszo, mas fajokban magasfoku konzervaltsdgot mutatd, Leu2
aminosav argininre cserélddott, a 7-es pozicidban pedig a treonin glutaminra cserélodott, a
treonin pedig a nyolcas poziciéban foglal helyet (13. abra). Kérdéses volt tehat, hogy ezek a
valtozasok mennyire befolyasoljak a Drosophila Cdc26 kapcsolatat az APC/C-vel. Annak
érdekében, hogy ezt kideritsuk, a HsCdc26 gént hordozé transzgenikus Drosophila vonalakat
kereszteztiik olyan mutans vonalakkal, melyek a Drosophila Cdc26 P-elem inszercids alléljat
hordoztak, mely homozigétaként babletalitast eredményez. A HsCdc26-ot da-GAL4 driverrel
hajtottuk meg, igy a transzgén folyamatosan és minden sejtben kifejezodott és komplementalta

a mutans letalis fenotipusat (3. tablazat).
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A 3. tablazatban leirt keresztezésekbdl szarmaz6 utodok vizsgalata azt mutatta, hogy a
transzgenikus HsCdc26-ot expresszallo CG173435Y19920 homozigotak és heterozigotak aranya
megfelel a mendeli eloszlasnak, ami jelzi, hogy a homozigotak mind fertilis adultakka
fejlédtek. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a human és ecetmuslica Cdc26 aminosav
szekvenciaban levé kiilonbségek ellenére a fehérjek hasonld szerepet tolthetnek be, ami
valoszinlsiti, hogy az ecetmuslicdba Cdc26 fehérje az APC/C egyik alegységeként a

fehérjekomplex stabilizalasaban jatszik szerepet.

3. tdblazat. Az ecetmuslica Cdc26 mutans letélis fenotipusdnak menekitése HsCdc26 tultermeltetésével.

] F1 utddok szama
Keresztezések

CG173435V199%0 CG 1734357199201

CG173435Y19920/Cy0, GFP @
X 0 194
CG17343E119%20/Cy,0, GFP &

CG17343F1920/Cy0, GFP; pTW-HsCdc26%
X 98 164
CG173435Y1920/Cy0,GFP; da-Gal4 &3

4.9. A Cdc26-like az APC/C egyik alegysége

A Cdc26-al ellentétben, Cdc26-like-ot kddold gén nem esszencialis, mutacidja nem
eredményez lathatd fenotipust, viszont tultermeltetve menekitette a Cdc26 mutéans letalis
fenotipusat (Horvath Judit szakdolgozat, 2009). Azt hogy a Cdc26-like az APC/C
alegysegekeént jatszik szerepet az ecetmuslicaban, koimmunoprecipitacios Kkisérletekkel
mutattuk ki (19. abra).

A koimmunoprecipitacids kisérletek soran a Cdc26-like és a Makos/Cdc27 fehérjék
kozotti fizikai kapcsolatot vizsgaltuk. Ehhez a-FLAG magneses gyogyokkel izolaltuk a FLAG-
el jelolt Makos/Cdc27 alegységet, illetve a hozza kapcsolodo fehérjeket, amelyek koziil a-HA
ellenanyaggal kimutattuk a HA-val jelélt Cdc26-like-ot és a pozitiv kontrollként hasznalt
Apcl0-et (19A. abra). A a-HA agardz gyongyon pedig izolaltuk a HA-jeldlt Cdc26-like-ot és
ApclO-et, illetve a veliik kdlcsonhatasban levd fehérjéket, amelyek kozott detektaltuk a
Makos/Cdc27-FLAG-et (19B. abra). Mivel a Makos/Cdc27 az APC/C egyik esszencialis
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alegysege Drosophila (Deak és mtsai. 2003), igy a vele kozvetleniil vagy kozvetetten k6t6do

fehérjék feltételezhetden egyazon komplex alegységei.

A
B
Makos-FLAG + + - + + - Makos-FLAG ~ + + -
Apc10-HA - + . - + - ApclO-HA - + -
Cdc26-like-HA  + - - + - - Cdc26-like-HA  * - -
a-HA a-FLAG
140
70 —
. «— Cdc26-like
<+— Madkos
50 _ 100 —
40 _
35 _ - — «— Apcl0 ‘
Ko-IP a-FLAG gyongyon  Teljes fehérjeextraktum Ko-IP a-HA gyéngyén

19. dbra. A Cdc26-like és a makos/Cdc27 fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata koimmunprecipitacids
kisérletekkel. A a-FLAG méagneses gyongyokon izolalt makos/Cdc27-FLAG fehérje kdlcsdnhatd partnereinek
és a teljes fehérje extraktumnak vizsgalata Western blottal, o-HA ellenanyaggal (A). A a-HA gydngyokdn izolalt
Cdc26-like-HA és Apcl0-HA kdlcsdnhat6 partnereinek vizsgalata Western blottal, a-HA ellenanyaggal (B).

4.10. A Cdc26 és Cdc26-like mRNS expresszios mintazata eltér a Kiilonb6z6 fejlodési
stadiumokban és szovetekben

A gének kifejezddési mintdzatanak feltérképezése az egyedfejlodés sordn tdmpontot
adhat ahhoz, hogy szerepiiket jobban megértsik. A Drosophila tobb egyedfejlodési
stadiumabdl szarmaz6 mRNS mintakrol atirt cDNS-en RT-PCR-t végeztiink, melynek
eredményeképpen 0ssze tudtuk hasonlitani a Cdc26 és Cdc26-like gének kifejez6dési
mintazatat (20. abra). Az L17 riboszomalis haztartasi gén kifejez6dése minden stadiumban
azonos, igy ezt hasznaltuk bemérési kontrolként. Annak érdekében, hogy az altalunk vizsgalt
gének expresszidjat 0sszevessilk mas APC/C alegységet kodold génekével, ugyanazokon a
mintdkon RT-PCR-t végeztiink makos/Cdc27-ra specifikus primerekkel is (20A. abra). Az
egyedfejlodési profil alapjan pedig kivalasztottunk egyes szOveteket, melyekben Kkilon
vizsgaltuk a Cdc26-ot és Cdc26-like-ot (20B. abra).

A 20A. édbran lathatd, hogy a Drosophila egyedfejlédése soran a Cdc26 és a
makos/Cdc27 minden stddiumban kifejezédik. Mivel tudjuk, hogy a vandorlo L3 larvaban a
szOvetek kozll az agy egy mitotikusan igen aktiv szévet (Homem és Knoblich 2012), igy az

anafazis-metafazis atmenetben kulcsszerepet jatsz6 APC/C is ebben a szdvetben a legaktivabb.
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Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk egyutt jar-e ez a Cdc26 expresszidjanak novekedésével,
vandorlé L3 larvakbdl agyat boncoltunk, majd 6sszehasonlitottuk a gén expressziojat az
agyban és az agy nélkili larva testben (20B. &bra). Az eredmények alapjan elmondhato, hogy
a mitotikusan aktiv agyban jelentdsen magasabb a Cdc26 expresszidja, mint a tobbi larvalis
szOvetben. A Cdc26-like ettdl jelentsen eltér, ugyanis csupan az embrioban és az felnétt
nostényben mutathaté ki. Ugyanakkor markans kiilonbség figyelhetd meg a géntermék
mennyiségében a korai és késoi embrio kozott, a korai embrid javara. Ugyan a Cdc26 esetében
is megfigyelhetd a géntermék csokkenése a késdi embridban, de ez a valtozds minimalis a
Cdc26-likeban megfigyelhet6hoz képest. A 20B. &brén lathato, hogy a Cdc26-like kifejez6dése

a feln6tt ndstényben az ovariumra korlatozodik.

A E E
0-5h 15-20h L1 2 el3 w3 P5 P15 & Q
Cdc26
Cdc26-like % '
mdkos
L17
B ovarium tesztisz Qtest J test L3 agy L3 test

Cdc26

Cdc26-like IR

L17

20. dbra. A Cdc26 és Cdc26-like és makos/Cdc27 gének expresszidjanak vizsgalata RT-PCR-el a Drosophila
egyedfejlédése soran (A) és kiilonbozo szovetekben (B). Az rpL17-et bemérési kontrollként alkalmaztuk.

Figyelembe véve azt, hogy a Cdc26-like géntermék jelenléte a korai embrioban a
legjelentdsebb, ¢és ezen kiviil csupan az ovariumban fejezddik ki, akkor elképzelhetd, hogy a
Cdc26-like gén az ovariumban irédik at, jelenléte az embridban pedig az anyai hatasnak
koszonhetd. Ez azt jelenti, hogy az amig nem indul be a transzkripcio, az embrié a

citoplazmajaban levd, anyai eredetii mRNS-t és feherjét hasznalja.

53



4.11. A Cdc26 és Cdc26-like fehérjék kifejezédésének vizsgalata

A Cdc26 és Cdc26-like fehérjek vizsgalatdhoz olyan transzgénikus konstrukciokat
készitettiink, amelyek az atirodd, GFP-vel fuzionalt Cdc26 és Cdc26-like a sajat promoteriik
szabalyozésa alatt all. A transzgéneket hordozO ecetmuslicaban igy vizsgalhatd, hogy a
fehérjek kifejezodése hogyan valtozik a kiilonb6z6 szovetekben és fejlédési stadiumokban. A
transzgénikus konstrukciok kifejezodését Cdc26 és Cdc26-like P-elem inszercios muténs
hattéren vizsgaltuk, Cdc265Y1%920;Cdc26-GFP és Cdc26-like'™;Cdc26-like-GFP genotipust
ecetmuslicakban. Az RT-PCR adatok alapjan embriobo6l, vandorld L3-as stadiiumua larva
agyabol és feln6tt ovariumbdl izolaltunk fehérjét, melyet SDS-PAGE-el szeparaltunk, majd
Western blottal vizsgaltunk (21. abra).

A B
embrié L3 agy ovarium L3 agy

. | Vo Il . | . . | ,
ka1 2 3 1 2 3 2 1 3 a-GFP K1 K2 APP
70 — - < Cdc26-like-
o — GFP
40 — R L <+ Cdc26-GFP— —_—
35 —
25 — —

21. abra. Cdc26 és Cdc26-like sajat promoterrel meghajtott fehérjék vizsgalata kiilonboz6 szovetekben (A)
illetve a Cdc26 fehérje foszforilacidjanak kimutatasa (B). 1- vad tipust kontrol, 2- Cdc265Y29920; Cdc26-GFP,
3- Cdc26-like'™*;Cdc26-like-GFP, melyek expresszidjat embridban, L3 agyban és ovariumban vizsgaltuk (A). A
Cdc26 foszforilaciojat L3 agyban vizsgaltuk, kontrollként foszfatazzal nem kezelt és azonnal forralt mintat (K1),
illetve jégen fél drat inkubalt mintat (K2) hasznaltunk.

A 21A. abran lathat6, hogy Cdc26 jelen van az embridban és a két vizsgalt szovetben
is. Ezzel ellentétben a Cdc26-like az embridan eés kisebb mértékben talalhatdé meg az
ovariumban, addig teljesen hianyzik az L3-as stadiumu larvabol izolalt agybol. Amint az az
abran lathatd az embridban és ovariumban 40 kDa-korul, az L3-as stadiumd larva agyaban
pedig két savot észleltiink, melyek koziil az egyik szintén 40 kDa koril, mig a masik enyhén
folotte helyezkedik el. Az eredmények alapjan azt feltételeztik, hogy a méretbeli kiilonbséget
és a dupla sav karaktert a fehérje poszttranszlacios modositasa okozta. A kis kilénbség miatt

legnagyobb valoszintliséggel a fehérje foszforilacidja. Annak érdekében, hogy teszteljik ezt az
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elméletet, L3-as stadiumu larva agyabol szarmazo teljes fehérje extraktumot kezeltiink lambda
protein foszfatdzzal (A PP), mely fél oras inkubaciot kovetden eltavolitotta a fehérjérdl a
foszfatcsoportot. A 21B. &bran lathato, hogy a foszfatdzzal kezelt mintdban a Cdc26-GFP
esetében a két sav helyett csupan egy detektalhat6, ami jelzi, hogy a Cdc26-hoz foszfatcsoport
kapcsolodott, melyet az enzim eltavolitott.

A Cdc26 es Cdc26-like gének és az altaluk kodolt fehérjék vizsgalata alapjan elmondhatjuk,
hogy valosziniileg mindkét gén funkcionalis kapcsolatban all az APC/C-vel. A Cdc26 jelenléte
a Drosophila egyedfejlédés soran végig kimutathatd, mig a Cdc26-like az ovariumra és
embriora korlatozddik. Ennek fényében elképzelhetd, hogy ecetmuslica rendelkezik egy egyedi
felépitésti APC/C-vel, amelynek a reprodukcio sorén illetve az embrio korai sejtmagi

osztodasaiban lehet szerepe.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1. Az ubikvitinkészlet dinamikusan valtozik az ecetmuslica egyedfejlodési stadiumaiban
és kiilonbo6z6 szoveteiben

Az ubikvitinaci6 szadmos sejtfolyamat szabalyozédsaban jatszik Kkulcsszerepet a
transzkripciétol kezdve a degradacioig. A szervezetek normal milkédésekor a szabad
monoubikvitin-készlet sejten beltli mennyisége és a kotott ubikvitinhez viszonyitott aranya
allando, de ez sejt- illetve szdvettipusok kozott valtozo. A reakciokban felhasznélt vagy
degradalt szabad monoubikvitin potlasa ketféle mechanizmuson keresztil torténik. Egyrészt a
szabad monoubikvitin-készletbe keriilnek az ubikvitin génekrdl Gjonnan szintetizalodott és a
DUB-ok altal feldolgozott monoubikvitinek, viszont ez nem elegend6 a megfeleld
monoubikvitin-szint fenntartasahoz. Ebben szintén Iényeges szerepet jatszik az ubikvitinek
Ujrahasznositasa, amit a DUB-ok végeznek, a kiilonb6z6 fehérjékhez kotott ubikvitinek
felszabaditasaval (Kimura és Tanaka 2010; Park és Ryu 2014).

Munkank soran az ubikvitin formak dinamikus egyensulyat vizsgaltuk az ecetmuslica
fejlodési stadiumaiban, differencialodott larvalis és feln6tt szoveteiben, valamint az ubikvitin
rendszert érinté mutansokban. El6szor a legmegfelelébb modszert szerettiik volna alkalmazni
a kiillonboz6 ubikvitin formak mennyiségi valtozasainak kovetésére. Az elmult évtizedek
folyaman mar szdmos mddszert alkalmaztak a sejtek és szovetek ubikvitin tartalmanak
mérésére. Az ubikvitin mennyiségi vizsgalatihoz elészér ELISA és RIA modszereket
hasznaltak, amelyek lényege, hogy az ubikvitin formék elkilonitése a szabad illetve kotott
ubikvitinre specifikus ellenanyagokkal torténik. Kereskedelmi forgalomban azonban nincs
olyan ubikvitin ellenanyag, amely teljes mértékben specifikus lenne egyik vagy masik
ubikvitin formara. Mivel az ubikvitin formak mérésére hasznélt ellenanyagok reaktivitasa
atfed, ELISA-val és R1A-val nem hatarozhaté meg pontosan az ubikvitin tartalom (Takada és
mtsai. 1995, 1996).

Ennél sokkal részletesebb képet kapunk a sejtek és szovetek ubikvitin sszetételérdl
tomegspektrometrias modszerekkel, mint példaul az Ub-PSAQ, amely nem csupan a szabad és
konjugalt ubikvitin, hanem a kiilonb6z6 poliubikvitin lanctipusok kvantifikalasara is alkalmas
(Kaiser és mtsai. 2011a). Ezek a modszerek azonban specialis és koltséges felszerelest
igényelnek, igy nem alkalmazhat6ak rutinszeriileg nagy mennyiségii minta méréséhez.

Vizsgalatainkhoz ezért Oh és munkatarsai (2013) altal egér modellre kifejlesztett

Western blot alapi modszert médositottuk, majd alkalmaztuk. Ez a modszer kikliszéboli az
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ellenanyag-specifitas kérdését avval, hogy a homogenizalt mintakban, a benniik jelen 1év6
DUB enzimek aktivitdsdnak eredményeként, a sejtek teljes ubikvitin-tartalméat szabad
monoubikvitinekké konvertalja. Igy egyetlen ubikvitin-ellenes ellenanyag elegendé a
mérésekhez. Az ubikvitin formak mennyiségi meghatarozasa teljes fehérje extraktumok és
ubikvitin standardok SDS-PAGE, majd pedig Western blot analizisével, és az ubikvitin sdvok
denzitometrids mérésével torténik. Az egér és ecetmuslica fiziologiai eltérései miatt a
protokollt szamos ponton maddositanunk kellett, tobb paraméter optimalizaltunk Drosophilara.
Ez a Drosophilara adaptalt modszer lehet6vé tette szamunkra, hogy viszonylag egyszerii és
koltséghatékony modon, de mégis megbizhatéan mérjuk a mintak szabad és teljes ubikvitin-
tartalmat. Ezekbdl a kisérleti adatokbol kiszamithato a kovalensen kotott ubikvitin mennyisége
IS.

A szabad és konjugalt ubikvitin formak egyensulyat Drosophila modellszervezetben
eddig még nem vizsgaltak atfogdan. Azt gondoljuk, hogy ilyen adatok sokat elmondhatnak
egy-egy vizsgalt biologiai folyamat ubikvitin-igényér6l és az ubikvitin-fliggd folyamatok
aktivitasardl. Az altalunk meghatarozott egyedfejlédési profil az ubikvitinkészletek dinamikus
voltat igazolja. Nagy valtozasokat mértiink mind a teljes ubikvitin tartalomban, mind a mono-
és konjugalt ubikvitin aranyaban, amelyeket a de novo szintézis mellett az ubikvitin-
ujrahasznositasa és korforgasa is alakitja. A fejlodési stadiumok kozott a teljes ubikvitin
koncentrécidja gyorsan valtozik, akar a hd&romszorosara is ugorhat, mint példaul a késdi embrio
és az L1 larva kozott, vagy nagymértékben lecsokkenhet, mint a korai L3 larva esetén. A teljes
ubikvitinszintje az L1 larvaban az egész egyedfejlodési profilt nézve is kimagaslo, a
ndstényben mért, szintén magas teljes ubikvitin mennyiségnek is mintegy kétszerese. Ennek
oka részben az lehet, hogy L1 larvaban igen magas a neuroblasztok mit6tikus aktivitasa,
ugyanis a beldliik képzddd neuronok alakitjdk majd ki az adult kézponti €s periférias
idegrendszerét (Truman és mtsai. 1993). Ezen kiviil, a larvafejlédés soran a neuronok
atrendezddését az axonok és dendritek iranyitott degeneraciodja kiséri, amely szintén ubikvitin-
fiiggd (Rumpf és mtsai. 2011). A szabad és kotott ubikvitin-formak aranya ugyancsak
dinamikusan valtozik az egyedfejlodés alatt. Megfigyelhetd, hogy az Osszetett atrendez6dési
folyamatok, mint a larva-bab, illetve a bab-adult atmenetek, igen magas monoubikvitin
arannyal jarnak egyiitt. Kulondsen a larva-bab atmenet érdekes, ahol nagyon hirtelen fordul
meg az ubikvitin arany. Mig a vandorl6 L3 larvaban meg 1/3-2/3 a szabad és konjugalt
ubikvitin aranya, addig a korai (P1) babban a szabad monoubikvitin ardnya 2/3. Ez a teljes

ubikvitin-tartalom csokkenésével és a szabad ubikvitin-tartalom novekedésével kdvetkezik be.
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Az ubikvitin formak mennyiségi feltérképezése soran tobb Drosophila szévetben is
méreseket végeztiink. A legmagasabb ubikvitinszintet a petefészekben, a tesztiszben, illetve a
fej nélkiili ndésténytestben mértiik. A reproduktiv szervek magas ubikvitin-tartalma nem
meglepd, ugyanis sejtjeiben szamos ubikvitin-igényes illetve az ubikvitin rendszert érintd
folyamat megy végbe. Példaul a csiravonal Gssejtek fenntartasaban fontos szerepet jatszé ciklin
A degradacidja (Chen és mtsai. 2009), vagy a H2B hiszton dezubikvitinacioja a scrawny (scny)
DUB altal (Buszczak és mtsai. 2009). A himivarsejtek végs6 differenciacioja soran a sejtek
nagymértékii atrendezddése torténik, amely soran a citoplazma nagy része eltlinik. Ebben a
folyamatban szerepiik van az apoptotikus proteineknek, amelyek szintén az ubikvitin rendszer
szabalyozésa alatt allnak (Arama és mtsai. 2007). Ezen kivil érdemes megemliteni, hogy az
ivarvonal sejtjeinek és a follikularis 6ssejtek osztodasa, illetve a dajkasejtekben végbemend
endociklus is magas ubikvitin-szintet igényelhetnek (Kirilly és Xie 2007; Lilly és Spradling
1996). A vizsgalt szovetek kdzott a szabad monoubikvitin aranya az L3-as larvaagyban volt a
legmagasabb, a teljes ubikvitin tartalom megkozelitéleg 80%-a szabad monoubikvitin.
Elképzelhetd, hogy a magas szabad monoubikvitin arany a mitdtikusan aktiv sejtekben a gyors
fehérjedegradaciot segiti eld. A larvalis agyakban megy végbe a neuroblasztok aszimmetrikus
osztodasa, amely az adult kozponti idegrendszer kialakitasaért felelés (Homem és Knoblich
2012). Az ubikvitin rendszer kulcsszerepet jatszik a sejtciklus Iépéseinek szabalyozasaban,
mind a szabalyoz6 fehérjék szintjének szabalyozasaval, mind pedig a nem degradacios
mechanizmusok altal is. Szerepe van tobbek kozott a DNS replikacioban, a nukleoszéma
Osszeszerelésében, a kromoszomak szegregacidjanban és a mitdtikus exitben (Gilberto és Peter
2017) is. A magas szabad ubikvitin ardny az L3-as larvaagyban utalhat arra, hogy az 0szt6do,
illetve az osztodasra késziilé sejteknek egy nagyobb szabad ubikvitinkészletre van sziiksége,
ami fedezi a gyors folyamatok ubikvitin-igényét. Az adultak kodzponti idegrendszerének
ubikvitin tartalmat testtdl elvalasztott fejekbdl izolalt fehérjeextraktumban mértik. A mintak
teljes ubikvitinszintje joval alacsonyabb volt a larvaagyakban mértnél, a szabad monoubikvitin
ardnya viszont itt is igen magas volt. Az agy monoubikvitin aranya nem csak az
ecetmuslicaban, hanem mas organizmusban is igen magas. Az egéragyban a monomerek a
teljes ubikvitin-tartalom megkozelitéleg 60 %-at teszik ki, mig az emberi frontalis lebenyben
a teljes ubikvitin mennyiseg 82 %-at (Kaiser és mtsai., 2011; Oh és mtsai., 2013). Eml6sokben
a szabad monoubikvitin magas aranya a neuronok szinaptikus plaszticitasaval fiigghet ssze.
Az informaciok feldolgozéasa és a tanulas folyamata a neuronalis halézatok atrendez6désével
jar, melyben fontos szerepe van az ubikvitin-fiigg6 fehérjelebontasnak (Mabb és Ehlers 2010).

A szabad monoubikvitin-készlet jelenléte elengedhetetlen az egéragy megfelelé miikodéséhez.
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Ezt igazolja az is, hogy az egér Uspl4 gén funkcidvesztéses mutacioja a monoubikvitin-
tartalom csokkenéséhez és ezéaltal idegrendszeri diszfunkciokhoz vezet (Anderson és mtsai.
2005).

5.2. Az ubikvitin-proteaszoma rendszer kulonbozo 1épéseit érinté mutaciok eltéréen
hatnak az ubikvitin egyensulyra

Korabban mar ismert volt, hogy egyes gének funkcidvesztése zavart okoz az
ecetmuslica ubikvitin homeosztazisaban (Saeki és mtsai. 2002). Az Rpn10/p54 kiesése példaul
a konjugalt ubikvitin akkumulaciojat okozza babokban (Szlanka és mtsai. 2003). Az Usp5
ezzel parhuzamosan pedig a monoubikvitin-szint csokkenését (Wang eés mtsai. 2014; Kovacs
és mtsai. 2015). Az altalunk alkalmazott ubikvitinmérési mddszer alkalmas volt arra, hogy
megfigyeljiik az ubikvitin rendszert érinté mutansokban bekdvetkezd valtozasok természetét.
A p54/Rpn10 proteaszoOma alegység és az Usp5 DUB csendesitése egyarant a teljes ubikvitin
tartalom mintegy kétszeres novekedését eredményezte. A p54/Rpnl0 poliubikvitin
receptorként funkcionalé alegységnek fontos szerepe van a proteaszdma szubsztrat
szelekcidjaban (Grice és Nathan 2016). Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
felhalmozodott ubikvitin-fehérje konjugatumok olyan proteaszOma szubsztratok, melyek
felismerésében és megkotésében kizardlag a p54/Rpnl0 jatszhat szerepet. A konjugalt
ubikvitin mennyiségét ebben a mutansban nem tudtuk teljes pontossaggal megallapitani,
ugyanis a PII pufferben feltart mintakban a konjugalt ubikvitin t6bb éra inkubécié utan sem
bomlott le teljesen monomerekre. Ennek egy lehetséges magyarazata, hogy a nem lebonthat6
konjugatumok egy része olyan elagazd poliubikvitin lancokbdl allhat, amelyek rezisztensek
DUB hidrolizisre. Ismert ugyanis a p54/Rpn10 human homoldgjarél, az S5a-rél, hogy szerepe
van az elagazo poliubikvitin konjugatumok kialakulasanak gatlasaban (Kim és mtsai. 2009). A
26S proteaszoma alacsony affinitassal rendelkezik az elagazo poliubikvitin lancok irant, eés a
proteaszOma asszocialt DUB-ok is csak igen lassan hasitjak el ezeket a lanctipusokat (Kim és
mtsai. 2007) . A konjugalt ubikvitin mellett a p54/Rpn10 hidnyaban az ubikvitin monomerek
Mmennyisége is lényegesen megndtt, a kontrollhoz képest tobb mint kétszeresére. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a p54/Rpnl10 funkciovesztése nincs hatassal az ubikvitin de novo
szintézisére, illetve az elagaz6 ubikvitinlancok kivételével, az ubikvitin-Ujrahasznositas is
tovabb miitkodik.

Az Usp5 DUB gen csendesitése szintén keétszeres novekedést eredményezett a teljes

ubikvitin mennyiségében, viszont az ubikvitin forméak eloszlasa teljesen mas képet mutatott. A
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legszembet(inébb ebben a mutansban a szabad poliubikvitin lancok felhalmozddasa. Méréseink
szerint a vandorlo L3 larvakban a szabad poliubikvitin lancok és a konjugalt ubikvitin egyuttes
mennyisége mintegy négyszerese volt a vad tipusu kontrollban mértnek. A szabad poliubikvitin
lancok mennyiségének jelentds novekedését mar korabban is kimutattak, amely annak
koszonhetd, hogy az Usp5 felel6s ezek hasitasaért monomerekké (Amerik és mtsai., 1997;
Dayal és mtsai., 2009; Kovacs és mtsai., 2015). A szabad poliubikvitin lancok eredetérdl
ismert, hogy a proteaszoémalis fehérjedegradaciot megelézden, a proteaszoma alegységeként
mitkodé DUB, az Rpnl1, en block lehasitja a fehérjérdl a poliubikvitin lancokat, amelyek ezt
kovetden a citoplazmaba keriilnek (Cope és mtsai. 2002). Az Usp5 aktivitasanak hianyaban
felhalmozddd szabad poliubikvitin lancok kompetitiven gatoljdk a proteaszémat, és evvel
magyarazhat6 az Usp5 mutansok letalis fenotipusa (Kovéacs és mtsai., 2015). Ugyanakkor a
szabad monoubikvitin mennyiségében rendszeresen, de csak enyhe csokkenést tudtunk meérni
az Usp5 muténsokban, noha az ubikvitin-Gjrahasznositas hianyaban nagyobb mértékii
csokkenest vartunk. Egy lehetséges magyardzat az lehet, hogy Usp5 mutansokban
megemelkedhet az ubikvitin gének expresszidja, ami részben, vagy teljesen kompenzalni képes
a fellépé monoubikvitin hidnyt. Ezt az elképzelést azonban eddig még nem teszteltiik.

Az ubikvitin-Ujrahasznositas az ubikvitin-proteaszéma rendszerben nem csupan egy
modon torténhet. Az Uspl4 proteaszOma asszocialt DUB még a degradaciéra vald
elkotelez6dést megelézden hasitja le a lancvégi (disztalis) ubikvitineket, ezaltal azok
visszakerllnek a szabad monoubikvitinkészletbe. Az Usp14 hianya éleszt6ben és egérben is a
szabad ubikvitinkészlet altalanos csdkkenését eredményezte (Anderson és mtsai. 2005; Leggett
és mtsai. 2002). Drosophilaban a gén mutacioja himsteril fenotipust eredményezett, igy nem
meglepd modon a szovetek ubikvitin tartalmanak mérése soran a mutans tesztiszben a
monoubikvitin készlet megkozelitéleg 30%-0s csOkkenését mutattuk ki a kontrollhoz képest.
A Usp14932 fenotipusat lényegesen sulyosbitotta az Ubi-p63EE"?734! hipomorf mutanssal valo
keresztezés. Az Ubi-p63E poliubikvitin gén felelds elsddlegesen a tesztiszben az
ubikvitinszintézisért (Lu és mtsai. 2013). Az Ubi-p63EE"?34! mutans tesztiszben a
monoubikvitinszint drasztikus csokkenését mutattuk ki, mely az Usp14432; Ubi-p63EEY0734
kettds mutansban tovabb csokkent. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a két gén kolesonhat a
tesztisz szabad ubikvitinkészletének fenntartasaban. Hianyukban az ubikvitin-egyensuly
felborul, a lecsokkent szabad ubikvitinkészlet pedig mar nem elégséges a tesztisz ubikvitin-

igényenek a kielégitésére.
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5.3. A Cdc26 és Cdc26-like az APC/C alegységei Drosophila melanogasterben

Az ubikvitin-proteaszdma rendszer szubsztratspecificitasa az ubikvitin-protein
ligazoknak (E3 enzim) koszonhetd. Az E3 enzimek koordinaljak és katalizaljak az ubikvitin
azonositott E3 enzimek szama is igen magas, az ember esetében szdmuk tébb mint 500. Az
enzimek nagy részét egyetlen polipeptidlanc alkotja, viszont el6fordulnak nagyméretii, szamos
alegységbdl allo fehérjekomplexek is. A sejtciklusban szerepet jatsz6 SCF és APC/C a
legdsszetettebb ubikvitin ligdzok, amelyek szamos alegységgel, ezaltal pedig igen sokrétii
szabalyozéssal rendelkeznek. Az APC/C nagy szerepet jatszik a mitozis és G1 fazis
atmenetek hibamentes lefolyasat és Kijeldli azok iranyat. Az APC/C mérete tikrozi
funkcidjanak Gsszetettségét. A koaktivatorok kotédése, az alegységek foszforilacidja, illetve a
gatld mechanizmusok mind hozzajarulnak ahhoz, hogy az APC/C a megfeleld iddben a
megfeleld szubsztratokat jelolje ki degradaciora. A fenti szabalyozé mechanizmusoknak
koszonhetden, a komplex aktivitasa és szubsztratspecificitdsa a sejtciklus eldrehaladtaval
valtozik (Alfieri és mtsai. 2017a; Watson és mtsai. 2019). A Drosophila APC/C legalabb 13
alegységgel rendelkezik, amelyek harom alkomplexbe szervezddnek. A Cdc26 az APC/C
egyik legkisebb alegysége, amely az emberi TPR alkomplex szerkezeti stabilitasaban jatszik
szerepet (Wang és mtsai. 2009). Csoportunk Drosophila melanogaterben szekvencia
homologia alapjan két Cdc26 paralég fehérjét azonositott. A szekvencidk filogenetikai
elemzésébol arra kovetkeztettiink, hogy a két fehérje a Drosophilidae evollcié kezdetén,
valosziniileg egy génduplikacio kovetkeztében alakulhatott ki. Az eddigi adatok alapjan csupan
a Drosophilidae csaladba tartozé fajok rendelkeznek ket Cdc26 homolog fehérjével, melyeket
Cdc26-nak és Cdc26-like-nak neveztiik el.

A Kkét fehérjét kdodold gének kozil csupan az egyik, a Cdc26 bizonyult
Iétfontossagunak. A Cdc26 mutans larvalis agypreparatumainak mitotikus fenotipusa nagyon
hasonlé volt az eddig vizsgalt makos/Cdc27 (Deak és mtsai. 2003), Apc5 (Bentley és mtsai.
2002), Apc6 és Apc8 (Pal és mtsai. 2007a) illetve az Apc10 (Pal es mtsai. 2007b) mutansoknal
tapasztalthoz (Horvath Judit szakdolgozat, 2009). A hasonldsag alapjan elképzelhet6 volt, hogy
a Cdc26 a Drosophila APC/C felépitésében jatszik szerepet. Ezt az elképzelést megerdsitette,
hogy a HsCdc26 menekitette a Drosophila Cdc26 mutans letélis fenotipusat, ami funkcionalis
konzervaltsagot feltételez az emberi és Drosophila Cdc26 kozo6tt. Mivel a human eredetii

Cdc26-rél mar korabban kimutattak, hogy a kapcsolddik az Apc6 TPR alegységhez (Wang és
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mtsai. 2009), feltételezhetd, hogy ha a Cdc26 szerepe nagyrészt valtozatlan maradt az evolucid
soran, nagy valosziniiséggel Drosophildban is az Apc6 kiegészité alegységeként miikodik.

A Cdc26-like fehérjét kodold gén mutécidja nem eredményezett lathatd fenotipust.
Tultermeltetve azonban menekitette a Cdc26 mutansok letalis fenotipusat, igy
valosziniisitheté, hogy az APC/C alegységeként jatszik szerepet. Koimmunprecipitacios
kisérletekkel igazoltuk, hogy a Cdc26-like fizikailag is kdlcsonhat az APC/C-vel, ami igazolja,
hogy a Cdc26-al egyditt részt vesz az APC/C szerkezeti egységének felépitésében. Expresszios
mintézata azonban Iényegesen eltér a Cdc26 es mas APC/C alegységnél tapasztaltnal. A Cdc26
és makos/Cdc27 gének expresszidja hol erésebben, hol gyengébben, de az egyedfejlédés
minden szakaszaban kimutathatd. A Cdc26-like ezzel szemben az adult néstényben, ezen belil
is az ovariumban expresszalddik. Ezen kivul a korai (0-2,5 6ras) embridkban is nagy
mennyiségii Cdc26-like MRNS-t mutattunk ki, ami valosziniileg anyai hatasnak kdszonhetd. A
kés6i embriokban a Cdc26-like mRNS szintje drasztikusan lecsokken. A fehérjeszintli
vizsgalataink is azt tamasztjak ala, hogy a Cdc26-like jelenléte leginkabb az ovariumra és az
embridkra korlatozodik. Elképzelhetd, hogy Cdc26-like-nak az APC/C részeként szerepe van
az embridk korai mitdtikus aktivitasaban, ennek felderitéséhez viszont tovabbi vizsgalatokra

van sziikség.

5.4. A legfontosabb eredmények dsszefoglaldja

. Egy egyszerii és pontos ubikvitin mérési modszert adaptéltunk és optimalizaltunk
Drosophila modellre.

o A teljes ubikvitintartalom tovabbé a szabad és konjugalt ubikvitin formak aranya is
dinamikusan valtozik az egyedfejlddési stadiumokban és kiilonb6z6 szovetekben.

o A p54/Rpnl0 proteaszomalis ubikvitinreceptor funkciovesztése ubikvitin
akkummulaciot eredményez, ami kiterjed a szabad és konjugélt ubikvitinre is.

o Az Usp5 DUB funkcidvesztésével jaro ubikvitin akkumulaciot leginkabb a szabad
poliubikvitin lancok felhalmozodésa okozza, mig a szabad ubikvitinkészlet enyhen
csokken.

o Az Uspl4 mutans tesztiszben csdkken a szabad monoubikvitin mennyisége.

. A Cdc26 és Cdc26-like az APC/C alegységei Drosophilaban, expresszids mintazata
eltéro, igy elképzelhetd, hogy az egyedfejldédés kiilonbozo szakaszaiban jatszanak

szerepet.
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8. OSSZEFOGLALO

A fehérjék ubikvitindcidja fontos szerepet tolt be szinte valamennyi sejtfolyamat
szabalyozasaban. Az ubikvitinacié soran egy enzimkaszkad ubikvitin monomereket, vagy
poliubikvitin lancokat kapcsol kovalensen célfehérjékhez. Az ubikvitinacié folyamata a
dezubikvitinal6 enzimeknek (DUB-oknak) koszonhetden reverzibilis. A DUB-ok
felszabaditjak a feherjékkel konjugalt ubikvitin molekulakat, melyek igy Uj ubikvitinacids
reakciokban vehetnek részt. Az ubikvitinacié és dezubikvitindcd ellentétes reakcidinak
kovetkeztében az ubikvitinmolekuldk allandé korforgasban vannak a szabad monomer, illetve
a fehérjékkel konjugalt forma kozott. Az ubikvitin-egyensuly szabalyozasa igen Osszetett,
melyben szdmos gén jatszik szerepet. Annak érdekében, hogy vizsgélni tudjuk ezeknek a
géneknek a pontos szerepét Drosophila modellben, egy olyan médszert alkalmaztunk, amellyel
egyszeriien és pontosan mérhetjiikk az ubikvitinformak mennyiségi valtozasait. Mivel ezt a
maodszert eredetileg egérszdvetekre dolgoztak ki, ezért tébbszordsen mddositani kellett, hogy
optimalizéljuk Drosophildra. A modszer Western blot kisérletek denzitometrids mérésén
alapszik, melynek segitségével megallapithato a kiillonb6z6 szovetek szabad monoubikvitin €s
0sszubikvitin mennyisége, a kettd kiilonbségébdl pedig a konjugalt ubikvitin-tartalom.

Elészor vad tipust ecetmuslicaban mértilk meg az ubikvitin formak valtozasat az
egyedfejlddés soran, illetve larva és adult szovetekben, igy képet kaphattunk arrdl, hogy a
metamorfdzis milyen valtozasokkal jart az ubikvitin dinamikaban. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a szabad és konjugalt ubikvitin aranya dinamikus valtozason megy keresztil az
egyedfejlodés folyaman. A nagy atrendezddési folyamatokat igényld larva-bab és bab-adult
atmeneteknél a szabad monoubikvitin aranya jelentésen megemelkedett. Magas monoubikvitin
aranyt mértiink mitétikusan aktiv agy, illetve ovarium és tesztisz mintakban is.

Az ubikvitin formak dinamikajanak szabalyozéasaban szamos gén vesz részt, amelyek
mutacioi felboritjak az ubikvitin homeosztazist. A mutansok ubikvitinszintjében és az ubikvitin
formak ardnydban torténd mennyiségi valtozasok mérésével kozelebb keriilhetiink annak
megertéséhez, hogy az egyes géenek milyen szerepet tolthetnek be az ubikvitin rendszerben.
Kisérleteink soran a p54/Rpnl0, Usp5 és Uspl4d géneket vizsgaltuk. Az ubikvitinmérési
maodszeriinkkel az eddiginél részletesebb képet kaptunk a vizsgalt gének funkciovesztésének
hatdsardl az ubikvitin-egyensulyra. Meéréseink szerint p54/Rpnl0 hianyaban a teljes
ubikvitinszint legalabb a ketszeresére emelkedett, melyhez nagymeértékben hozzajarult a
szabad ubikvitin monomerek koncentréacidjanak lényeges novekedése is. Az Usp5 DUB

enzimr6l koztudott, hogy a proteaszéma szubsztratokrol lehasitott szabad poliubikvitinlancok
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feldolgozéasaban, ezaltal az ubikvitin-Gjrahasznositasaban jatszik szerepet. Az Usp5
funkciovesztése szintén kétszeres ndvekedést eredmenyezett a teljes ubikvitin mennyiségében.
Ez a ndvekedés azonban kizarélag a szabad poliubikvitinlancok, illetve a konjugalt ubikvitinek
felhalmozodasanak eredménye, ugyanis a monomerek szintjében enyhe csokkenés volt
megfigyelhetd.

Az Uspl4 enzim egy proteaszéma-asszocialt DUB, amely a proteaszéma szubsztratok
lancvegi ubikvitinjeinek lehasitasaval jarul hozzé a szabad ubikvitinkészlet fenntartasahoz. A
Drosophila Uspl4 mutansok larvalis és adult homogenizatumaiban nem taléltunk eltérést az
ubikvitinformdk mennyiségét és ardnyat illetden, csupan a mutansok tesztiszében volt
egyltt. Az Uspl14 fenotipusat Iényegesen sulyosbitotta az ubikvitin tesztisz-specifikus de novo
szintéziséért felelés Ubi-p63E gén hipomorf allélja. A két gén szinergisztikus kdlcsonhatésa
arra utal, hogy egylttesen jatszhatnak szerepet a tesztisz szabad ubikvitinszintjének
fenntartasaban.

Munkam soran az ubikvitin rendszert mas megkozelitésbdl is vizsgaltam. Az APC/C
ubikvitinligaz kulcsszerepet jatszik a mit6zisban, illetve a G1 fazis fenntartdsaban a szabalyozo
fehérjék idozitett lebontasaval. Az APC/C legalabb 13 evolucidsan konzervalt alegységbdl all.
Ezek kozll a legkisebb, de létfontossagu alegység a Cdc26, amelynek azonban Drosophila
ortologjat a Drosophila Genom Projektben nem azonositottak. Szekvenciahomoldgia alapjan
csoportunkban siker(lt azonositani két lehetséges Cdc26 fehérjét is, amelyek Cdc26 és Cdc26-
like jelolést kaptak. A két homologot kddold gének kozil csupan a Cdc26 bizonyult
létfontossagunak, mig a Cdc26-like funkcidvesztése nem eredményezett lathatd fenotipust,
viszont a feherje taltermelése menekitette a Cdc26 muténs fenotipusat. A Cdc26 és Cdc26-like
aminosav-szekvenciainak filogenetikai analizise ramutatott arra, hogy a két gén valamikor a
Drosophilidae evolucio kezdetén johetett 1étre egy génduplikéacio eredményeként. A human
CDC26 fehérje transzgenikus tultermelése menekitette a Drosophila Cdc26 mutans letalis
fenotipusat, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Drosophila Cdc26 funkcionalis homoldgja
a human fehérjenek. Koimmunprecipitéacios kisérletekkel sikerult kimutatni a Cdc26-like és az
APC/C kapcsolatat is. Ugyanakkor RT-PCR és Western blot kisérletek azt mutatjak, hogy a
két gén expresszidja nem azonos: mig Cdc26 az egyedfejlédés minden szakaszaban
kifejezédik, a Cdc26-like csupan az ovariumban és az embrioban van jelen detektalhato
mennyiségben. Elképzelhetd, hogy mindkét alegység az APC/C felépitésében jatszik szerepet,
azonban az egyedfejlodés kiilonb6zd szakaszaiban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a két

fehérje szerepének tisztazasahoz.
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9. SUMMARY

Protein ubiquitination plays an important role in many, if not in all cellular processes.
In this process, ubiquitin monomers or polyubiquitin chains are attached covalently to target
proteins by an enzyme cascade. The ubiquitination can be reversed by deubiquitinating or DUB
enzymes, which release the conjugated ubiquitin from the substrates. The released ubiquitin
can be recycled in new reactions. Due to the opposing effect of ubiquitination and
deubiquitination, ubiquitin molecules constantly cycle between their free monomeric and
conjugated forms. Multiple genes play important roles in the maintenance and regulation of the
ubiquitin pools. To examine the function of these genes we adapted a simple and reliable
method to monitor quantitative changes in the different ubiquitin forms. This method was
originally developed for mouse tissues, so we optimized it to Drosophila by changing the
protocol at several steps. The method is based on densitometric analyses of Western blots that
allowed the simultaneous quantification of free and total ubiquitin levels from protein extracts.

Using this approach, first we measured changes in the quantity and ratio of the ubiquitin
forms during Drosophila development and in some larval and adult tissues. Our results show
that ubiquitin levels and the ratio of the ubiquitin forms change dynamically in different
developmental stages. At developmental transitions that require complex tissue remodeling,
such as larval-pupal and pupal-adult transitions, the ratio of free monoubiquitins increased
substantially. High monomer ratio could also be determined in mitotically active brain, ovary
and testis tissues.

Regulation of ubiquitin dynamics require the involvement of many genes. Mutations of
such genes disrupt the ubiquitin homeostasis, which generates measurable changes in the
ubiquitin pools. Quantification of these changes can contribute to better understanding of how
these genes regulate the ubiquitin system. In this study, we examined the effects of p54/Rpn10,
Usp5 and Uspl4 mutations to the ubiquitin equilibrium. Based on our measurements, the loss
of p54/Rpn10 function causes a minimum twofold increase in the total ubiquitin concentration,
which includes the accumulation of both conjugated and free monoubiquitins. Though the loss
of Usp5 function also led to a two-fold increase in the total ubiquitin level, this was due to the
accumulation of not only conjugated ubiquitins, but free polyubiquitin chains as well, while
the monoubiquitin pool slightly decreased. This result is consistent with in vitro studies
pointing to the main function of Usp5 as being the disassembly of free polyubiquitin chains,

most frequently liberated from ubiquitylated proteins just before proteasomal degradation.
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Uspl4 is a proteasome associated DUB that trims polyubiquitin chains of proteasome
substrates by removing monomers from their distal tip. In larval and adult samples of Uspl14
mutants, we could not detect any change in ubiquitin content or ratio except in testes, decrease
in the free monoubiquitin concentration only in the testis, which was accompanied with male
sterility. The severity of the mutant phenotype increased substantially in double mutant
combination with a hypomorph allele of the testis-specific Ubi-p63E polyubiquitin gene. This
synergistic interaction of Usp14 and Ubi-p63E implies that the two genes play a role jointly in
the maintenance of the monoubiquitin pool in testes.

In my thesis work, I also examined the ubiquitination system from another perspective.
The substrate specificity of ubiquitination relies on the last member of the ubiquitinating
enzyme cascade, the E3 ubiquitin ligase. Several hundred E3 enzymes were identified in
eukaryotes, and one of them, the anaphase promoting complex/cyclosome or APC/C plays key
roles in mitosis and the maintenance of G1 phase by targeting regulator proteins to proteasomal
degradation. The APC/C contains at least 13 evolutionary well-conserved subunits. The
smallest, but still essential subunit, Cdc26, was not identified in the Drosophila Genome
Project. Based on sequence homology, our group identified two putative Cdc26 homologues
in Drosophila, and designated them as Cdc26 and Cdc26-like. Only one of the genes, Cdc26
proved to be essential, while loss of function of Cdc26-like had no visible phenotype, but its
overexpression complemented the lethal phenotype of Cdc26 mutations. Phylogenetic analysis
of Cdc26 and Cdc26-like amino acid sequences suggests that the two paralogues emerged at
the beginning of Drosophilidae evolution, probably from a gene duplication event. In addition
to this, 1 also demonstrated that transgenic overexpression of human Cdc26 gene rescued the
lethal phenotype of Drosophila Cdc26 mutants. This result suggests that the Drosophila Cdc26
is a functional homologue of the human protein. Coimmunoprecipitation experiments revealed
physical link between Cdc26-like and the APC/C. However, the expression pattern of Cdc26
and Cdc26-like differs: while Cdc26 is expressed in all developmental stages, Cdc26-like
mMRNA and protein was present only in adult ovaries and embryos. It is plausible that both
proteins serve as APC/C subunits, but in different developmental stages or tissues. More

research is needed to find out the role of these proteins.
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fiziologiajanak megfelel Bl pufferben és inkubécidja 25 °C. DUB inhibitorok tesztelése: 1- IAA/NEM — 0 min,
2- IAA/NEM — 2 h, 3- NEM — 0 min, 4- NEM — 2 h, 5- IAA — 0 min, 6- IAA -2 h, 7- DUB inhibitor nékil —0
min, 8- DUB inhibitor nékiil — 2 h. A proteaszoma inhibitor és proteinaz inhibitor koktél tesztelése: 9-Mg132 és
PIC nélkil — 0 min, 10- Mg132 és PIC nélkil — 2 h. Inkubacios id6 beallitasa BII pufferben: 11- 0 min, 12- 15
min, 13- 30 min, 14- 60 min, 15- 90 min, 16- 120 min, 17- 260 min, E- embri6 extraktum.
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F1. tablazat A Drosophila egyedfejlédési stadiumokban és a szovetekben végzett mérések statisztikai elemzése
egyszempontos ANOVA (p < 0.05) analizist kovetd SNK (Student—Newman—Keuls, p < 0.05) post hoc teszttel
végeztik. Az azonos betlivel jelolt mintakban a mérési eredmények atlaga nem tért el szignifikansan.

Mintak Teljes Szabad
Ubikvitin ubikvitin
Developmental stages
E0-3 efg de
E8-11 fg de
E16-19 efg e
L1 a b
L2 cd c
el3 fg de
vL3 de de
P1 efg cd
P4 C C
P15 fg de
him0 ef c
him3 g de
néstény0 b b
noéstény3 C a
Tissues

L3 agy bc b
L3 zsirtest bc bc
L3 nyalmirigy c c
tesztisz

petefészek a a
him fej bc bc
him test bc bc
nostény fej bc bc
ndstény test a a
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Az ecetmuslica Cdc26 (CG17343) és Cdc26-like (CG3457) fehérje szekvencidinak 6sszehasonitasa

cG17343 MRRRELQTIQLKLSDLKEYEQAKMERLRNRQQLLTPRTPTPPSDSEVLPATSSSVPAVLL 60

©G3457 MLKRDLQKITLKLSDLKDYEVARQKNKLK-——-—~~ GAPRPRLSQDALPGDDASTSGTTA 53
 eiene wedwwews e wE o o N

CG17343 ASGRNLDDDAD-————==========——————————— KSE-PTTKPSTSST-————--—~- 84

cG3457 SCSSNTETATETASGSGSGSGS( YITGMGYRSETPSSASYTTSTTPTPATQEE 113

3 I W ek

CG17343 oo 84

cG3457 ILRPSSAVTATTTTGTTNSGSTDDVSVAAVVDDTDTIDEI SDDNWVDLNADTNDTVDTQP 173

CG17343 ———————mm—mm——mmo 84

cG3457 EEQDQLOEVEEEDGARGGV 192

A Drosophilidae csalddba tartozo fajok Cdc26 homoldg szekvencidinak 6sszehasonlitasa

virilis MRRRELQTIQLRLSELKEYEQAKLERARARQQOVPSPRTPTPTSDSDIMLLPSSSVPTILL 60
grim:hawi MRRRELQTIQLKLSELKEYEQAKLERAKARQQISSPRTPTPSSDSDIMLLPSSSVPAILL 60
yakuba MRRRELQTIQLELSDLKEYEQARMERLRSRQQLLTPRTPTPPSDSEVLPATSSSVPAVLL 60
melanogaster MRRRELQTIQLEKLSDLEKEYEQAKRMERLRNRQQLLTPRTPTPPSDSEVLPATSSSVPAVLL 60
simulans MRRRELQTIQLRLSDLKEYEQARMERLRSRQQLLTPRTPTPPSDSEVLPATSSSVPAVLL 60
erecta MRRRELQTIQLKLSDLKEYEQAKMERLRSRQQLLTPRTPTPPSDSEVLPATSSSVPAVLL 60
persimilis MRRRELQTIQLKLSELKEYEQARLERIKTRQQVVTPRTPTPPSDNEVLAMPSTSVPAILL 60
R . AR 2 L TR 2 2 R A T T Yoy g ek
virilis ANNSTNADDEAQPGAKDNAI-—-—— 80
grimshawi ANNEVDADADDASSKDNAA-———— 79
yvakuba ASGKSVNDDADRSEPTTEKPSTSST 84
melanogaster ASGENLDDDADKSEPTTEKPSTSST 84
simulans ASGKSLDDDADKSEPTTRPSTSST 84
erecta ASGENLDDDAERSEPTTEPSTSST 84
persimilis ASGATETEEDACS--TTRKPTSSM- 81

A Drosophilidae csaladba tartozoé fajok Cdc26-like homoldg szekvencidinak 6sszehasonlitasa

- .

virilis MLERELQSIKLKLSDLEEYEAVRRRNKIKAAIEAGRSS-——————————=—====== SVTA 42
gzimshawi MLRRNLQRIHLTLADLEEYQALRRRNRLRATIDASRSSS——————=————==—=—— SSVTA 44
persimilis MLERDLQSITLELSDLKEYDARRLEHKFENQR-PRHSVETITGDDASTSGTATSSFTA-- 57
yakuba MLERDLQKITLKLSDLEKDYEIARQENKLENAPQPTLSQDGLTGDDASTSGTTASCSSNTE 60
erecta MLERDLQKITLEKLSDLKDYEIARQRNKCKGAPPSRLSQDALTGDDASTSGTTGSCSSNTE 60
melanogaster MLERDLQRKITLEKLSDLKDYEVARQRNKLKGAPRPRLSQDALPGDDASTSGTTASCSSNTE 60
simulans MLERDLQRKITLRLSDLKDYEAARQENKLEKGAPRPRLSQDALTGDDASTSGTTASCSSNTE 60
Wk ok W W Wawdsaws W aW s “ s
virilis = TATE-———————mm e TAPSTASDS--TSETPVTQRQM 66
grimshawi —-———TAPSTDSNS--TSETPVTQRHL 68
persimilis GTCTETPSSGTPTGSTTPTLATQEDL 83
yakuba TATETASGSGLGLGSGSGSGSGSGSGSGSYMTGMGYRSETPSSASYTTSTTPTPATQEEV 120
erecta TATESASGSGLGSRLVSGSGSGSGSGSGSYITGMGYRSETPSSASYTTSTTPTPATQEEV 120
melanogaster TATETASGSGS—————— GSGSGSGSGSGSYITGMGYRSETPSSASYTTSTTPTPATQEEI 114
simulans TATETASGSGS—————— GSGSGSGSGSGSYITGMGYRSETPSSASYTTSTTPTPATQEEI 114
sWwWs s 3 We W _Ww_ s
virilis EDLPAAVGWSTAVIVSSNTNSGSTEDDTSVAAVADDNDTIAELSDDGWVDIDE-————~~ 119
grimshawi EDLPAATGWATAVVTNSNTNSGSTEDDTSVAAVVDDNDTIAELSDDGWVDIDE-—————— 121
persimilis ADRSPRPTSVAATATTATTNSGSTDDDISVAAVADDNDTIDDFSDDNWVDLDADTNDAD- 142
yakuba LRPS---SAVTATTNTGTTNSGS-TDDVSVAAVVDDTDTIDEISDDNWVDLNADTNDTVD 176
erecta LRPS---SAVTATTTTGTTNSGS-TDDVSVAAVVDETDTIDEISDDNWVDLNADTDDTAD 176
melanogaster LRPS---SAVTATTTTGTTNSGS-TDDVSVAAVVDDTDTIDEISDDNWVDLNADTNDTVD 170
simulans LRPS---SAVTATTTTGTTNSGS-TDDVSVAASSDDTDTIDEISDDNWVDLNADTNDTVD 170
P 2 e T TR T TR
virdlis @@ eemeeeemsemeamaes EDGARGGEP————————=— == === —————— 128
grimshawi = = = @ —-----——————————— EDGARGGEP————————— === —— e —— 130
persimilis = =  -————————————————- EECARGGR-—— 150
yakuba THQEEQEQLPEVEGEEEEDGARGGA~ == === === === == == = = e — e —————————— 201
erecta THQEEQEQLPVAE---EEDGARGGALNADTNDTVDTQPEEQDQLOEVEEEDGARGGV 230
melanogaster B e i et s e e e it e e e e PEEQDQLQEVEEEDGARGGV 192
simulans e e PEEQDQLQEVEEEDGARGGV 192

F2. dbra Cdc26 és Cdc26-like homoldg aminosav szekvencidk 6sszehasonlitdsa a Drosophilidae csaladban,
Clustal Omega algoritmussal.
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