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Bevezetés

A fehérjék poszttranszlacios ubikvitinacidja fontos szerepet jatszik a
sejtfolyamatok szabalyozasaban. Az ubikvitinacié soran egy haromlépéses
enzimkaszkad ubikvitin fehérjéket kapcsol kovalensen a célfehérjékhez. Az
ubikvitinacié lépéseit az ubikvitin aktivalé (E1), ubikvitin konjugalé (E2) és
az ubikvitin ligaz (E3) enzimek katalizaljak. A folyamat eredményeképpen a
fehérjék mono-, multi- vagy poliubikvitindlédnak, ami a médositas tipusatol
fiiggben befolyasolhatja a fehérjék aktivitasat, stabilitasat, lokalizaciojat,
illetve kolcsénhatdsdt mas feherjékkel. A legtébb poszttranszlacids
mddositashoz hasonldan az ubikvitinacio reverzibilis, mivel a dezubikvitilalé
enzimek (DUB-ok) képesek eltavolitani az ubikvitin jeldléseket. A DUB-ok
altal felszabaditott ubikvitin monomerek Gjabb reakciékban Gjrahasznosulnak.
Az ubikvitinacié és dezubikvitinacid ellentétes reakcidinak kdszonhetéen az
ubikvitin allapota a szabad és konjugalt forma koz6tt valtakozik. A két forma
dinamikus egyenstlya pedig létfontossdgunak bizonyult a sejt normalis
fizioldgidjanak fenntartdsdban. Az ubikvitin-egyensuly szabalyozdsaban az
ubikvitinécid és dezubikvitinacio mellett szerepe van még az ubikvitin de novo
szintézisének és az ubikvitinlebontast végzé mechanizmusoknak.

Az ubikvitin-proteaszéma rendszer (UPR) fontos szerepet tolt be az
ubikvitin-egyensuly fenntartdsaban a proteaszéma szubsztratok ubikvitin
jelolésének Ujrahasznositasaval. Az UPR az eukari6takban evolucids
konzervaltsagot mutat, miikddése pedig szdmos gén szigor( szabalyozasa alatt
all. Az UPR genetikai boncoldsat nagyban el8segiti egy olyan moddszer,
amellyel az UPR-t érinté mutansokban egyszeriien kovetheték és mérhet6k az
ubikvitinkészletben és az eltéré ubikvitin formak ardnyéban tapasztalhat6

véltozadsok. A célnak megfelelének tiint az Oh és munkatarsai altal egér
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szovetekre kifejlesztett mddszer, amely Western blot  kisérletek
denzitometridss mérésén alapszik. A moddszer lehetévé teszi  a
fehérjeextraktumok teljes, illetve szabad és konjugalt ubikvitin
koncentracidjanak egyidejii meghatarozasat egyetlen ubikvitinellenes
ellenanyag segitségével. A mabdszer lényege, hogy a
szdvethomogenizatumokban jelen levé endogén DUB-ok a konjugalt
ubikvitint teljes mértékben monomerekké konvertaljak, igy a mintak teljes
ubikvitintartalma egyetlen savként jelenik meg az imunoblottokon. A DUB-ok
aktivitasanak gatlasa ezzel szemben megbrzi az ubikvitin formak integritésat,
igy ezek Western blottal elvalaszthatdk, a szabad ubikvitinkészlet pedig kilén
vizsgalhatd. Az fehérjemintak ubikvitintartalma pedig ubikvitin standardok
hasznalataval valik kvantifikalhatova a Western blottok denzitometrias mérése
soran.

Az UPR-ben a szabad és kotott ubikvitin formak kdzotti kdrforgast
szamos fehérje szabalyozza. A poliubikvitinalt proteaszoma szubsztratok
felismerését és megkotését a proteaszomalis illetve a proteaszomaval
egylttmiik6dé ubikvitin-receptorok végzik. A megkdtdtt szubsztratokrdl még
a fehérjedegradaciot megel6z6en a proteaszéma asszocialt DUB-ok
eltavolitjak az ubikvitin jeldléseket. Az Rpnll DUB aktivitassal rendelkezd
proteaszdma-alegyseg en bloc hasitja le a poliubikvitin lancokat a fehérjékrél,
melyek igy a citoplazmaba kerlilnek. A szabad poliubikvitin lancok
hidrolizisét az USP5 DUB Kkatalizélja, ezéltal hozzajarulva az ubikvitin-
Ujrahasznositashoz. Mas proteaszdma-asszocidlt DUB-ok, mint az Uspl4,
szintén a konjugalt ubikvitin felszabaditdsaban jatszanak szerepet, viszont a
poliubikvitin lancok disztalis végér6l egyesével tavolitja el az ubikvitin

monomereket, ezaltal akar gatolva a fehérjedegradaciot.



Az ubikvitin ligazok szintén fontos elemei az ubikvitin-proteaszéma
rendszernek, azaltal, hogy meghatarozzak az ubikvitinaciés folyamatok
szubsztratspecifitdsat. Eukariétdkban mar szamos ubikvitin  ligazt
azonositottak, melyek koziil kitlinik méretével és Osszetettségével az anafazis
promoting komplex (APC/C). Az APC/C kulcsszerepet jatszik a mitozisban és
a Gl fazis fenntartasdban azaltal, hogy megfelelé sejtciklusszabalyozd
fehérjéket jelol ki degradaciéra. Az APC/C felépitésében legalabb 13 alegység
vesz részt, melyek jelentés evoltcios konzervaltsagot mutatnak. A komplex
egyik legkisebb, de l1étfontossagli alegysége a Cdc26, amely feltehetéen az

APC/C strukturalis stabilitasaban jatszik szerepet.

Célkitiizések

A tézismunkdm célja a szabad és konjugalt ubikvitin dinamikus
valtozésainak vizsgalata volt Drosophila melanogasterben, illetve a Cdc26

APC/C alegyseg ecetmuslica homoldgjainak jellemzése:

o Az egérszovetekre kidolgozott, Western blot alapu ubikvitin mérési
maédszer optimalizalasa ecetmuslicara.

o Az egyedfejlédési  stadiumok  és  kiilonboz6  szovetek

e Az UPR egyes lépéseit érinté mutaciok hatdsanak vizsgélata az
ubikvitin-egyensulyra.

e Az APC/C ubikvitin ligaz két lehetséges alegységének jellemzése

Drosophildban.



Anyagok és mddszerek

A Kkisérletekhez hasznalt Drosophila melanogaster tdrzseket
standard, kukoricaliszt alapi taptalajon, 25 °C-on tartottuk. Vad tipusi
kontrollként izogenizalt OregonR és DSKO001 torzseket hasznaltuk. A
kisérletekhez hasznalt RNS interferencia és mutans vonalak: Usp5RNSi,
p54/Rpn10RNST Uspl44%2, Ubi-p63EFY07341, CG17343EY19920 ¢s CG3457151, A
génkifejez6dés indukalasdhoz az UAS-GALA4 rendszert hasznaltuk.

Az uikvitin mérésekhez a fehérjemintakat ubikvitin standardokkal
egyutt SDS-PAGE-el elvalasztottuk, majd ezt kovetéen Western blottal,
egyetlen ubikvitinellenes ellenanyaggal  vizsgaltuk. Az  ubikvitin-
koncentraciokat a monoubikvitin sav denzitometrids mérésébdl kapott adatok
alapjan, az ubikvitin standardokkal felrajzolt kalibraciés gorbe segitségével
szamitottuk ki.

A humén Cdc26-ot (HsCdc26), a HA-val (haemagglutininnel) jelolt
Cdc26-like-ot, illetve a GFP-vel jelolt Cdc26-ot és Cdc26-like-ot kodold
transzgénikus DNS konstrukciokat standard kl6nozé és Drosophila
expresszios rendszerrel allitottuk elé (Gatway).

A komplementaciés teszteket a HsCdc26-t tultermeltetésével
végeztiik el Drosophildban, homozig6ta Cdc26 mutans hattéren. A HA jeldlt
Cdc26-like és FLAG jeldlt Makos/Cdc27 kapcsolatat koimmunprecipitacios
kisérletekkel igazoltuk.

A Cdc26 és Cdc26-like mRNS expresszids mintazatdt reverz
transzkripcié kapcsolt (RT) PCR-el vizsgaltuk. A sajat prométeriikkel
szabalyozott, GFP jelolést hordozé Cdc26 és Cdc26-like transzgénikus
konstrukciok  kifejez6dését Western blottal vizsgaltuk  GFP-ellenes

ellenanyaggal



Eredmények

Az ubikvitinkészlet dinamikus vdltozdsa a Drosophila egyedfejlodési
stadiumaiban és kiilonbozd szoveteiben

Annak érdekében, hogy vizsgaljuk a kiilonb6z6 ubikvitin formak
dinamikus valtozasait ecetmuslicaban, egy egyszerti és gyors ubikvitin mérési
modszert alkalmaztunk, amelyet eredetileg egér szdvetekre dolgoztak ki. A
mddszert gy optimalizaltuk Drosophilara, hogy a rovar fiziolégidjanak
megfeleld pufferdsszetételt, inkubacios hdmérsékletet és inkubacids idot
allitottuk be.

Az optimalizalast kovetden a modszert alkalmazva meghataroztuk az
ecetmuslica egyedfejlodési stadiumaiban és kiilonbdz6 szdveteiben az
ubikvitin szintjét és az egyes formak aranyat. Eredményeink alapjan az
ubikvitin formak koncentracioja illetve egymashoz viszonyitott aranya
dinamikus valtozdson megy keresztil a Drosophila egyedfejlédés soran.
Hasonléan markans kulonbségeket lehetett megfigyelni az ubikvitin
készletben az egyes szdvetek kozott is. A nagy atrendez6dési folyamatokat
igénylé larva-badb és bab-adult atmeneteknél a szabad monoubikvitin aranya
jelentésen megemelkedett. Magas monoubikvitin aranyt mértiink a

mitétikusan aktiv agy, illetve az ovarium és tesztisz mintakban is.

Az ubikvitin-proteaszoma rendszer funkciovesztése mérheté vdltozdsokhoz
vezet az ubikvitin-egyensulyban

Az ubikvitin-proteaszdma rendszer fontos szerepet tolt be az
ubikvitin (jrahasznositasban, ami nagymértékben hozzajarul a szabad és
konjugalt ubikvitin formak kozotti egyenslly kialakuldsahoz. A rendszert

szabalyozd géneket érinté mutaciok szamszeriisithetd valtozasokat



eredményeztek az ubikvitin készletben. Az p54/Rpnl0 proteaszomalis
ubikvitinreceptor funkcivesztése kovetkeztében a teljes ubikvitinszint
legaldbb a kétszeresére emelkedett, melyhez egyarant hozzajarult a szabad
ubikvitin monomerek illetve a konjugalt ubikvitinek koncentracidjanak
novekedése is. Az Usp5 DUB funkcidvesztése szintén kétszeres ndvekedést
eredményezett a teljes ubikvitin mennyiségében. Ez a ndvekedés azonban
kizarolag a szabad poliubikvitin Iancok, illetve a konjugalt ubikvitinek
felhalmozddasanak eredménye, ugyanis a monomerek szintjében enyhe
cstkkenés volt megfigyelhetd.

Az Uspl4 proteaszoma-asszocialt DUB a proteaszoma szubsztratok
lancvégi ubikvitinjeinek lehasitasaval jarul hozza a szabad ubikvitinkészlet
fenntartdsahoz. A Drosophila Usp14 null a mutansokban egyedill a tesztiszben
volt kimutathat6 valtozas a szabad monoubikvitinek koncentracidjaban, ami
himsterilitassal jart egyutt. Az Uspl4 funkciovesztéses mutécidja a szabad
ubikvitin készlet csdkkenéset eredményezte, amit lIényegesen sulyosbitott az
ubikvitin tesztisz-specifikus de novo szintéziséért felelés Ubi-p63E gén
hipomorf allélja. A két gén szinergisztikus interakcioja arra utal, hogy
egyuttesen jatszhatnak szerepet a tesztisz szabad ubikvitinszintjének
fenntartasaban.

A Cdc26 és Cdc26-like a Drosophila APC/C alegységei

Csoportunk ecetmuslicaban két Cdc26 homoldg fehérjét azonositott,
amelyek a Cdc26 és Cdc26-like jelolést kaptak. A fehérjéket kodold gének
kozll csupan a Cdc26 bizonyult létfontossaguinak, funkcidvesztése pedig az
ismert APC/C alegységek muténsainak jellegzetes mitotikus fenotipusét

mutatta. A human Cdc26 fehérje transzgenikus tdltermelése menekitette a



Drosophila Cdc26 mutans letalis fenotipusat, amib6l arra kovetkeztethetiink,
hogy a két fehérje funkcidja nagyon hasonld lehet.

A Cdc26-like funkciovesztése nem eredményezett lathatd fenotipust,
viszont a fehérje taltermelése menekitette a Cdc26 mutans fenotipusat. Ezen
kivil koimmunprecipitaciés kisérletekkel igazoltuk a Cdc26-like és ismert

APC/C alegységek fizikai kdlcsdnhatéasat.

Cdc26 és Cdc26-like kifejezbdése kilonbozik térben és iddben

Az mRNS kifejez6dési mintazata eltérének bizonyult a Cdc26 és
Cdc26-like esetében. Mig Cdc26 az egyedfejlédés minden szakaszaban
kifejez6dott, a Cdc26-like csupan az ovariumban és az embridban volt
detektalhatd. Az eredményeket a sajat promdteriik altal szabalyozott Cdc26-
GFP és Cdc26-like-GFP fehérjék Western blot vizsgalata is megerdsitette.
Ezek alapjan elképzelhets, hogy mindkét fehérje az APC/C alegységeként

jatszik szerepet, azonban az egyedfejlédés kiilonboz6 szakaszaiban.

Az eredmények dsszefoglaléasa

o Egy egyszerli és pontos ubikvitin mérési mddszert adaptaltunk
ecetmuslicara.

o A egyedek Osszubikvitin tartalma és dsszetétele dinamikusan
valtozik az egyedfejlédési stadiumokban ¢és kiilonbozo
szdvetekben.

) Az p54/Rpn10 proteaszémalis ubikvitinreceptor funkciovesztése
novekedést eredményezett a szabad és  konjugalt

ubikvitinkoncentraciéban.



. Az Usp5 DUB enzim hianyaban ugyancsak emelkedik a sejtek
teljes ubikvitinszintje, ez azonban elsGsorban aszabad
poliubikvitinlancok felhalmozddasanak eredménye.

. Az Uspld  proteaszdma-asszocidlt DUB a  szabad
ubikvitinkészlet fenntartdsaban jatszik szerepet az ecetmuslica
tesztiszében.

o Az APC/C komplex Cdc26 alegységének két homologjat
mutattuk ki Drosophildban. Adataink szerint mindkett része az
APC/C komplexnek, de mivel expressziés mintazatuk eltérd, igy
feltételezhetd, hogy az egyedfejlédés kiilonbozé szakaszaiban

jatszanak szerepet.
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