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Bevezetés

Az eukaritta sejtek homeosztazisa a sejtet felépité komponensek 4llandé lebontésaval

és ujrateremtésével valosul meg. A felépitési és lebontasi folyamatok szabdlyozhatésiga
alapvetd fontossagu, mind a kornyezet altal indukélt, mind a genetikai program iranyitotta
valtozasokra adott valaszok kialakuldsanal. Az adaptacio, az egyedfejlodés €s a reprodukcid
folyamataihoz a nagy mennyiségben cléfordulé haztartasi fehérjék szintézise és lebontdsa
mellett, a kisebb mennyiségben el6forduld, de meghatdrozo szerepet jatsz6 szabalyozo
fehérjék mennyiségének nagy pontossagli szabélyozasara is szokség van. A fehérjék
szintézise kozben torténé hibak, illetve a fehérjék élete sordn bekovetkezé bizonyos
kolcsdnhatasok egyarant képesek elrontani a kivanatos térszerkezetitket. Bizonyos esetekben
ezen 4atalakuldsok visszafordithatalanok, ezt a sejtnek fel kell ismernie, majd a hibas
fehérjéket a lehet leggyorsabban el kell tavolitania.

A nagy specifitasiti, szabalyozott fehérjebontds az ubiquitin — 26S proteaszoma
fehérjedegradécios ut altal torténik. Ennek a tobbkomponensii citoszélikus rendszernek az
ubiquitin ligdz enzimkaszkadba tartoz6 tagjai valogatjdk ki a lebontésra itélt, vagy sértlt
térszerkezetli fehérjéket, amelyekhez egy ubiquitin polipeptid monomerekbdl felépilé poli-
ubiquitn lancot kapcsolnak. Az ubiquitin degradacios szignallal felcimkézett fehérjéket a 26S
proteaszéma, egy sok alegységbdl all6 multiprotein komplex bontja le rovid oligopeptiddé és
ajrahasznosithaté ubiquitin monomerekké.

Mivel a 26S proteaszomanak altalanossagban véve a fehérjék életével kapcsolatos
folyamatban, a fehérjék lebontasaban van szerepe, kdnnyen belathato, hogy miért van érintett
szinte minden sejtes miikddés valamely Iépésében. Kozremiikodik példaul a roszul
feltekeredett fehérjék eltdvolitdsaban, az endoplazmatikus retikulum mindségeilendrzési
folyamataiban, az antigén prezentacioban, a sejtciklus szabdlyozasaban, a sejtosztodés
mechanizmusaiban, a transzkripcios faktorok, onkogének és tumorszupresszorok érésében és
lebontasaban és még sok egyébb mas folyamatban.

A 26S proteaszoma minden eukarittdban és archedban megtalalhaté. Tobb fajban is
vizsgaltak, de praktikus okokbol emberben, élesztdben és muslicdban tanulményoztdk a
legatfogdbban. Az ember 26S proteaszoma vizsgélatainak direkt elényei mellett magétol
érthetéen nagyon szlikdsek a keretei. Az élesztd, mint objektum igen fontos a tertlet
kutatasaban, de a strukturélis megkozelitések egyik nagy hatulitdje, hogy nem igazan lehet
belble teljesen homogén preparatumokat késziteni. A csoportunk &ltal haszndlt vizsgalati
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alany a Drosophila melanogaster 0-12 6ras kort embriéi azonban igen dis forrasa a kénnyen
tisztithaté és aktiv 26S proteaszomanak. Emellett a Drosophila genetika kozel szaz éves
mialtja alatt olyan genetikai informaciés és metodikai hattér gytilemlett fel, ami nagyon
megkonnyiti ennek a kis 1énynek a kisérletes hasznélatat.

Ahhoz azonban, hogy a Drosophila melanogaster 265 proteaszéma széles korben
elfogadott, az egyébb fajokon végzett kutatasokkal jOl egyeztethetd kisérleti alannya valjék,
még hidnyzott az, hogy elkuldnitsuk és leirjuk a komplexet felépitd osszes fehérjét. Teljessé
téve ezaltal az eddig felhalmozodott részeredményeket. Ez a probléma jelentette kutatdsaink
kiindulasi alapjat, mely a munkalatok elSrehaladtaval djabb problémakkal és felvetésekkel
egészult ki.

Miutan sikertlt elvalasztani a Drosophila melanogaster 26S proteaszomajat felépitd
alegységeket, megvizsgaltuk, hogy hogyan véltozik a 26S proteaszomaban az alegységek
egymashoz viszonyitott térszerkezete a 268 proteaszéma alkomplexeibdl vald
Osszeszerelddése kozben. Ahhoz, hogy nyomon tudjuk kovetni ezeket a szerkezeti
valtozasokat, sziikségiink volt egy sor alegység-specifikus ellenanyagra, melyekr6! biztosan
allithatjuk, hogy tagjai egy és csakis egy alegységet ismernek fel. Munkam mésodik részében
a rendelkezéstinkre 4li6 ellenanyagok specificitasat bizonyitottuk az dltalunk elvélasztott 268
proteaszéma alegységekkel szemben, Ezen munkak soran tettink egy érdekes megfigyelést,
amib6l arra  kovetkeztettink, hogy a 265 proteaszOma bizonyos alegységei
poszttranszlaciésan modifikaltak.

A feltételezhetd modifikaciok egyik tipusanak az oxigén atomon kereszttl kotoédd B-N-
acetil-glukozamin modositas jelenlétének kimutatdsat végeztik kisérleteink harmadik

szakaszaban.



A 268 proteaszoémat felépitd alkomplexek szerkezete

és enzimatikus sajatsagaik

A 265 proteaszéma szerkezetileg és valdszinlileg evulicios eredetét tekintve is két

alkomplexre valaszthat6 szét. Az egyik alkotéeleme a 20S proteaszéma. Ez a csoszerli képlet
négy darab egyenkét hét alegységb6l allé fehérjegyiirii dsszetapadasabol keletkezik. Az egyes
gytriiket azonos tipusba tartozd a vagy B alegységek alkotjak. A gy(irlik Ggy szervezédnek,
hogy a két kozépsd B gyliriit egy-egy a gylri fogja kozre. Az egyes tipusokba egytdl hét
kolonbdzé o vagy B alegység tartozhat a kolonbdz6 fajokban. Ezéltal a szerkezetet leird
osszegképlet archeaktdl eukaridtakig az op.7-Bi-Brr-ai7 €s az a-Bi-Br-ay végletek kozott
valtozhat. Mivel az alkomplex igen jol kristalyosithaté és viszonylag egyszerli szimmetiraju,
igen jO felbontasi képet kaphatunk rola a rontgenkrissztallografiai vizsgalatok
eredményekent. A csészeril képlet kozepén egy koriilbeltl 2 nm atmérdjii kozpoti csatorna
huzodik, amin az egyes gyflirik taldlkozasanal kiublosodések talalhatéak. A B gyirik
hatdrolta kioblosodésbe lokalizalhatoak az enzimkomplex savas, bazikus, és hidrofob
aminosav-maradékok utdn hasité peptidaz aktivitasok centrumai. Ennek a szerkezeti
clrendez6désnek nyilvanvaléan az az elénye, hogy az ATP hasitdsat nem igénylé aspecifikus
peptidaz aktivitasok a kompartment belsejében, a sejt hasznos fehérjéitdl elzarva talalhatoak.
Az izolaciot segiti eld az is, hogy a szabad 208 proteaszémaban a kiils$ gyuriiket alkoté o
alegységek nytlvéanai lezarjak a kozponti csatorna bementi nyilasait. Tovabb noveli a
peptidaz aktivitdsok kompartmentalizaci6jat az a tény, hogy a kozponti csatornan csak akkor
tudnak a lebontandé fehérjék atjutni, ha elétte masodlagos és harmadlagos szerkezetiket
elvesztve fonalszerii allapotba tekerednek szét. Ennek a széttekeredésnek a spontan
bekovetkezése igen valosziniitlen esemény,

A lebontésra kijelolt szubsztratfehérjék kivalogatasa és a 20S proteaszéma kozponti
csatorndjaba valo betaplalasa a 19S regulator komplex feladata. Ez a dinamikusan valtoz6
szerkezetli ¢és Osszetételli alkomplex nagyjabél 19 alegységb6l all. Sajnos nem mutat
semmilyen egyszerlien leirhaté szimmetriat, tovabba szerkezeti és Osszetételbeli
heterogenitasa miatt igen nehezen kristalyosithatd. Ezért nagyfelbontast rontgendiffrakcids
szerkezet-meghatérozassal nem, csak a joval gyengébb felbontdsu statisztikus elektron-
mikroszkopiads képanalizisel lehet réla direkt szerkezeti informacidkat nyerni. A szerkezeti

vizsgalatokat nagymértékeben eldrelenditette egy élesztd 19S regulator komplex nullmutans,
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amelyben a 198 regulator komplex két részkomplexre ejthetd szét. Az egyik részkomplexet
alap részkomplexnek nevezik. Ez a részkomplex egyrészt hat darab ATP-az aktivitasg
alegység alkotta gylrlib8l, masrészt a gylirihdz kozvetlentil kapcsolédé harom nem ATP-az
alegységb6l all. A gylirli a 20S proteaszéma alapkorongjanak sikjaval péarhuzamosan
kapcslodik az ott talalhaté o alegységekhez. Az ATP-az alegységek feltételezett szerepe az o
alegységek 4ltal lezart kozponti csatorna felnyitésa, és reverz chaperon aktivitdsuknél fogva a
szubsztratfehérjék széttekerése, majd ezt kdvetden a 20S proteaszoméba val6 betaplalasa.

A 198 regulator komplex alap részkomplexéb6l kimaradé alegységek egyuttesen a fedd
clnevezésli részkomplexet alkotjak. A fedd részkomplex szerepe valésziniileg az ubiquitinalt
fehérjék megkotésében és az ubiquitin jeldlés eltavolitasaban all. Az egyes alegységek a
felismert szubsztratok egy kissebb korével reagal csak, igy a 19S regulator komplex
feladatkore az egyes alegysgek kozott megoszlik. Az, hogy melyik alegységnek pontosan mi

is a feladata, a nagymérvii erdfeszitések ellenére maig is csak részben ismert.



Anyagok és modszerek

A 0-12 o6ras kori petéket homogenizicié utan tobblépesds centrifugalasi és

ultracentrifugdlasi eljarasnak vetettuk ald. A centrifugalasi lépésekkel és a kozéjuk ékelt
kis6zéasi reakcioval elértik, hogy megszabaduljunk a taptaljabél bekerilt szemcsés
szennyezddésektol, a fel nem tart petéktdl, sejtmagoktél, mitokondriumoktél, riboszémaktol,
nukleinsavaktol, membran darabkaktol, és az extraktum fagyasztdsa és tarolasa soran
aggregalodott fehérjéktsl.

Az elbzetes durva tisztitast egy toblépcsés kromatografias frakcionalds kovette. Ennek
sordn a felhaszndlt hidroxil-apatit kromatografia segitett megszabadulni a kromatografias
szempontbol nehezen kezelhetd szikfehérjéktsl. Ezt kovetSen Fractogel EMD DEAE (M)
ioncseréld oszlopon, majd Fractogel EMD Heparin affinitds oszlopon vélasztottuk el az
embridextraktum komponenseit. A frakcidk 26S proteaszéma, 19S regulator komplex és 20S
proteaszoma tartalméat dot-blot eljarasal kovetttk nyomon. Utolsé Iépésben Pharmacia
Superose 6 Prep Grade tolteten gélsziirtik a preparatumot, igy kozel homogenitasig tiszta
frakcidkat nyerve. Az utolsé két kromatografids lépésben alkalmazott nagyfelbontasu
oszlopok hasznalatat a nagy nyomasi, preciz folyadék adagolasy, szamitégép vezérelt és
kivaléan reprodukélhat6 eredményeket adé FPLC kromatografias rendszeren végeztik.

Ezek utdan, az alegységeket egy a hagyomanyos IEF / SDS kétdimenios
gélelktroforéziscknél jobb fehérjeoldd képességli mintafeltard puffert alkalmazé 16-BAC /
SDS kétdimenzios gélelektroforézissel valasztottuk el.

Az alegységek identifikalasara a gél foltjait kivagtuk, és gélen beluli emésztés utan
kooperacids partneriink segitségével tomegspektrometriai modszerekkel szekvenaltuk.

Az alegységek végst azonositasat a kapott szekvinca adatok alapjan, az NCBI fehérje
adatbézisban val6 kereséssel fejeztik be.

Az egyes alegységspecifikus ellenanyagok alegységekhez valé rendelését a
kétdimenzids gélelektroforézist kovetd immunoblot kisérletekkel bizonyitottuk. Hasonlo
immuno- és lektin-blot kisérleteket végeztink az alegységek p-N-acetil-glik6zamin
modositasainak kimutatasara.

A tisztitott 26S proteaszoma, 19S regulator komplex és 20S proteaszéma integritasat és
Osszeszereltségi allapotat Glickman féle nativ gélelektroforézisekkel ellendriztok.

Az adott komponensek aktivitasat fluoreszcens felulrétegzési esszével kovettik

nyomon.



A 26S proteaszoma komponenseibdl vald Oszeszerelodését kisérd alegységszerkezet
valtozasokat, az alegységszerkezet bizonyos részleteit rogzitd, bifunkcios keresztkotoszert
alkalmazé keresztkotési vizsgalatokkal végeztik. A keresztkotési dimerek azonositasat
immunoblot technikaval kovetett egydimenzids gél-elektroforézisekkel végeztuk.

Egylitmiikodé partneriink, a 19S regulator komplex tomegének meghatrozéasara
statisztikus  elektron-mikroszkopiai  eljarasokat  végzett. A p37A  alegység
elektromikroszkopos elhelyezkedését nanogold jelvlési techikdval kovette. Mig ezen alegység
enzimatikus sajatsagait a rekombinansan termeltetett alegység fluoreszcencias vizsgélataval

végeztuk.



Eredmények és targyaldsuk

A 268 proteaszoma szerkezetérdl és miikddésérbl szerzett ismereteink meglehetdsen

lassi Gtemben gyarapodnak. Bar a 20S proteaszoma Osszetétele joI ismert, az
alegységosszetétel meghatarozasa a labilis 19S regulator komplex esetén nem kifejezetten
egyszerii feladat.

Korabbi megkozelitésekben egydimenziés SDS géleken 12 darab p37-t61 pl110-ig
elnevezett alegységet kuldnitettek el. A teljes aminosav-szekvenciat eldtttink csak két
alegységnél (p54, p42C) itrtak le. Munkdink soran alapveté célként thztok ki az
alegységtsszetétel hianytalan definialasat.

Ahhoz, hogy megfelel§ alapot nytjthassunk a szerkezeti megkozelités( vizsgélatokhoz,
két dimenzios gél-elektroforézisek és az azt kovetd amindsav sorrend meghatérozasok
segitségével, meghatdroztuk a tisztitott 26S proteaszéma alegység-Usszetételét. Osszeségében
azt talaltuk, hogy 19 kilonbszé alegység épit fel egy Drosophila melanogaster 198 reguléator
komplexet. A 19 alegység kozul 17 alegységnek ismerjik a human és az élesztd homologjat.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az altalunk elkulonitett 19 alegység kozul egyik sem a
tisztitasok soran el nem kulonild szennyez6dés, hanem mindegyik alegység a 19S regulator
komplex integrans részét képzi. A p37A az egyetlen olyan alegység amelynek béar van humén
homolégja, de az élesztdé homologja nem ismert. Az emlbs S5b, p28 és az élesztd Rpnd
alegységeknek nem talahatoak homoldgjai mas fajokban, {gy Drosophila melanogasterben
sem. Ezt erdsiti, hogy Drosophila ¢cDNS konyvtarakban sem sikertlt fellelni homolégjaik
nyomat.

Nehéz megitélni azt, hogy az altalunk elkulonitett 19 alegység valoban teljes mértékben
lefedi-e Drosophila melanogaster 19S regulator komplexet, hiszen mind a tisztitds, mind a
gél-elektroforézisek soran szelektiv moédon elveszthettink alegységeket. Ha azonban
dsszeadjuk az egyes alegységek DNS szekvenciakbol szamitott tomegét (932 kDa), akkor a
kapott érték igen kozel esik a fizikai méréssel kapott 894 kDa-os 0sztdmeghez. Erdekes
megfigyelntink, hogy mig a 20S proteaszoma esetén a tapasztalt és a tdmegmérési modszerb6l
elméletileg adodo szorasi értékek igen kozel esnek egymashoz, addig a 26S proteaszéma és az
izolalt 198 regulator komplex esetében a vart és a tapasztalt szords értékek kozott jelentsebb
eltérést tapasztaltunk. EbbSl arra lehet kovetkeztetni, hogy a 20S proteaszoma
sztéchiometriailag j6l definialt, mig a 198 reguldtor komplex bizonyos mértékig heterogén.
Az intakt 19S regulator komplexnek megfelel$ tomegnél nem sikeritlt egyetlen szerkezetileg
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j6! definialt komplexet kimutatnunk, ehelyett a méreteloszlast egy 358 kDa-nél csucsot ado
széles gorbe irja le.

Az eddig vizsgalt él6lényekben a legtobb, de nem az osszes 19S regulator komplex
alegység homoldgja kimutathat6. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az alegységeknek van egy
nélkalozhetetlen kore, mely szukséges a 268 proteaszoma megfelelé mikodéséhez, és ezen
alegységeken kivil léteznek még az egyes fajokra jellemzd jarulékos alegységek is. Ezen
jérulékos alegységek valodsziniileg csak szerv, szovet és fejlddés specifikus médon fejez6dnek
ki. Kozolik némelyik talan csak atmenetileg kapcsolodik a 19S regulator komplexhez, és igy
a komplex dsszetétele szempontjabol igen fontos, hogy mikor lett izolalva a minta. A Doad és
az AP-UCH fehérjékrdl mar tudjuk, hogy csak idészakosan kotddnck a 26S proteaszoméhoz,
mig a 198 regulator komplex integrans részét képzd p54-es alegység szabad formaban is jelen
van a citosz6lban. A fentiek miatt ugy tiinik nem lehet egyetlen szammal leirni a 19S
regulator komplex alkotéelemeinek szamat.

Azutén, hogy a 26S proteaszoma megkoti az ubiquitindlt fehérjéket, az ubiquitin
eltavolitédik rola, és ujra felhasznalhatova valik a deubiquitinalé enzimek milkédésének
koszonhetéen. Miutan azonositottuk, klonoztuk ¢s jellemezttk a huméan UCH37
deubiquitinald alegység Drosophila homologjat a p37A alegységet, azt talaltuk, hogy e
fehérjecsalad tobbi tagjahoz hasonloan, ez a rekombinans alegység is képes ubiquitin-
aldehiddel gatolhaté médon bontani az Ubiquitin-AMC modellszubsztrétot.

Elképzelhetd, hogy a p37A alegység rekombindnsan termeltetett szolubilis és a 19S
regulator komplexbe beépilt forméja €ltéré enzimatikus tulajdonsagokat mutat. Mig a szabad
p37A képes teljes ubiquitin lancok eltavolitasara, addig a beépilt forma csak egyesével tudja
eltavolitani az ubiquitin monomereket az ubiquitin-lanc szabad végérél.

Miutén a szabad p37A alegységhez hasonlo enzimatikus aktivitast tapasztaltunk a nativ
forrasbol szarmazé 26S proteaszéma prepardtumokban, feltételezzik, hogy a 26S
proteaszéma deubiquitinalé képességéért legalabbis részben a p37A alegység felelés. Mivel a
p37A alegység homol6gja nem taldlhaté meg az élesztd genomban, ez az alegység nem tlinik
esszencidlisnak. Lehetséges, hogy hasonlé enzimatikus sajatsaggal egyébb 19S regulétor
komplex alegységek is rendelkeznek.

Mivel bizonyitottuk, hogy a p37A alegység valéban a 19S regulator komplex integrans
része, megprobéltuk elektronmikroszkoposan is meghatarozni a komplexen beliili fizikai
helyzetét. Ehhez kihasznaltuk az alegység specifikus ubiquitin-aldehid kotd képességét. Az
ubiquitin-aldehidhez 3 nm atmér6jli aranyszemcsét kapcsolva az elektronmikroszkopos
képeken az Ubiquitin-Al-arany konjugétum az alap és a fed6 alkomplexeket 6sszekdtd régiora
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térképezédott. Oda, ahova nagy valosziniiséggel az ubiquitin ldcot kotni képes p54 homolég
Rpnl0-es alegységet is térképezzitk. Ezek alapjan agy tinik, hogy mind az ubiquitinalt
szubsztratok kotése, mind a deubiquitinalé enzimatikus aktivitds térben igen kozel
helyezkedik el egymashoz, és lehetséges az is, hogy funkciondlisan egyltmiikodnek.
Elképzelhetd egy mechanizmus amelyben az ubiquitinalt szubsztrat valahol a fed§
alkomplexen megkotddik, és mikozben a 198 regulator komplex 20S proteaszéma bemeneti
nyilasaba taplalja be, a p54 alegység meggatolja a disszocicitjat, mig a p37A alegység az
Gjrahasznositas érdekében eltavolitja réla az ubiquit.

A 26S proteaszoma és felépitd komplexeinek szerkezetér6l, a szerkezet 4ltal
meghatéarozott funkciérél tobbet arulhat el, ha a 26S proteaszéma fiziolégias vatozasai kdzben
kovetjuk nyomon a szerkezet altalunk megfigyelhetd aspektusait.

Ahhoz, hogy a térszerkezet valtozasait keresztkotési kisérletekkel nyomon tudjuk
kovetni, meghatéroztuk, hogy a rendelkezésiinkre 4ll6 ellenanyagok kozt! melyik ellenanyag
melyik alegységet ismeri fel. Elmodhatjuk, hogy ellenenyag konyvtarunkban majdnem
minden 198 regulator komplex alegység ellen talalhat6 alegység-specifikus ellenanyag.

Keresztkotési és elektronmikroszkdpos kisérieteink alapjan megéllapithatjuk, hogy a
26S proteaszéma ATP-fuggd vsszeszerelbdéae soran a 19S regulator komplexben nagyfoku
alegységszerkezet atrendezbdés jatszodik le. A legérintettebbek a 20S proteaszémaval direkt
médon is érintkezd ATP-4z alegységek. A keresztkotési mintdzat, és annak véltozasai erbsen
sugalljak, hogy a harom ATP-dznak (p48A, p42D, p42C) igen sokrétli kapcsolatban van
egymassal. Az Osszeszerelt 26S proteaszoman kimutatott keresztkotési mintaztokban
mindhdarom alegység ellen termeltetett specifikus ellenanyag felismer egy széles savot,
jelezvén, hogy a hérom alegység bizonyos felszinei olyan kozel helyezkednek el egymashoz,
hogy bifunkcids keresztkotdszerrel osszekapcsolhatdak. A 265 proteaszoma szétesése ezen
alegységek helyzetének megvaltozasaval jr, és az érintett felszinek annyira eltavolodnak
egymadstol, hogy mér csak igen gyengén keresztkSthetbek. Immuno-precipitcios kisérletekkel
szintén bizonyitottuk az emlitett alegységek szoros térbeli kozelségét, Rechsteiner, Johnston
¢és munkatarsaik kordbbi in-vitro fehérje feliilrétegzési kisérletei, hasonlé biokémiai, illetve
genetikai eszkozokkel végzett kisérletei szintén meger8sitik eredménylinket. Er6s interakciot
mutattak ki mar az Rpt3/S6b/p48A-Rpt6/S8/pd2C és az Rptd/S10b/p42C-Rpt6/S8/p42D
alegységek kozott. A mi keresztkttési kisérleteink nem csak az érintett alegységek kozotti
interakci6t, hanem ennek az interakciénak a 26S proteaszoma Osszeszerel6dése kozben
létrejovd valtozasat is szemléltetik.



Az 0sszeszerel6dési reakcioval egylttjard konformacios valtozasok nem csupéan az alap
alkomplexre korlatozédnak. Igen erdteljes valtozas figyelheté meg a fedd alkomplex p42A
alegysége esetén is. A p42A alegység keresztkotési mintdzataban ATP hatasara megjelend uj
sav talan az alegység 20S proteaszoméval valé direkt kapcsolatinak koszonhetd. Ez
ellentétben 4ll azzal a feltételezéssel, hogy a fedd alkomplex alegységei nem allnak fizikai
kapcsolatban a 208 proteaszoma alegységeivel. Ennél azonban val6sziniibb, hogy az ATP-az
alegységek elrendezédésének véltozasa felelés az 0j sav megjelenéséért. Ami pedig kozeli
szomszédsagot feltételez a p42A alegység és az ATP-4z alegységek gyirlije kozott.

A fenti Dbiokémiai eredmények alatdmasztasara  statisztikailag  kiértékelt
elktronmikroszképos megfigyeléseket végeztink. A Furier-gylirli kritériumnak megfelelden
most elész0r sikertlt 25 A -nal jobb felbontdsban bemutatni a 19S regulator komplex
kétdimenzios képét. Az ATP elvonast kovetd szétesési reakcié nem szilard felileten képz6dé
ammonium-molibdenat jéghartyaba valé fagyasztasdval sikeritlt egy sor lekapcsolodasi
atmeneti terméket megdrokitentnk. A gyors ATP elvonaés €s az azt kovetd gyors fagyasztasos
fixdlas csokkenti a kisérleti artefaktumok megjelenésének valosziniiségét. Habar a
kétdimenzids abrak interpretdldsat megneheziti, hogy gyakran nehezen eldontheté milyen
vetiillete latszik az adott szétszerel6dési fazisban lévé szubkomplexnek, az elkiilonitett
varidnsok valdszintileg a szétesési folyamat egyes lépéseit reprezentaljak.

A 26S proteaszéma nagy tisztasagi 19S regulator komplexbdl és 20S proteaszomabol
valo feléptlése egyaltalan nem effektiv folyamat, mert a tisztitas soran elvész egy vagy t6bb,
az osszeszerel6déshez nélkulozhetetlen faktor. Részlegesen tisztitott komponensek esetén
azonban az Osszeszerelddési-szétesési reakeiod teljes mértékben reverzibilis. ATP elvonasara a
komplex szétesik, ami foloslegben adott ATP hatéséra teljes mértékben megfordithaté. Ilyen
részlegesen tisztitott komponensekkel végzett keresztkotési kisérletekb6l vonhatjuk le azt a
kovetkeztetést, hogy a fentebb leirt atrandezddések nem a tisztitdsi folyamat melléktermékei.
Az észlelt valtozasok teljesen reverzibilisek, a keresztkotési mintazatok hiien kovetik a 268
proteaszéma Osszeszereltségi allapotat. Mindez azt sugallja, hogy a vizsgalt folyamat azonos
az aktiv 26S proteaszéma kialakuldsahoz vezet in-vivo folyamattal.

Mivel még igen keveset tudunk a 26S proteaszoma Kkatalitikus ciklusarol, a
szerkezetvaltozasbol a miikodésre vetithet6 kovetkeztetéseink igen hidnyosak. A 208
proteaszOma a-gylriijének kimutathat6é valtozasa talan kapcsolatban van a 20S proteaszoma
kozponti csatornajanak nyitdsat és zarasat végz6 mechanizmussal. Az atrendezédés szerepére
nézve a 19S regulator komplex esetében csak feltételezésekkel élhetink. Az, hogy a p42C,

p42D ¢és p48A alegységek jobban keresztkothetéek egymassal a 26S proteaszoma
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dsszeszerelddése utan, talan a 19S reguldtor komplex ATP-az gyliriijének 0sszehuzddéasabol
adodik. Ez a jelenség feltehetden az ATP-4z gylirii és a 20S proteaszoma o-gyiiriijének jobb
ileszkedéséért felelds. Ennek a valtozasnak az energizalasdhoz ATP-re van van szitkség,
mivel nem hidrolizalhaté ATP-analog adésakor nem emelkedik az emlitett alegységek
keresztkothetosége. A folyamathoz a 20S proteaszoma jelenléte is feltétlentl szikséges.
Tisztitott, szabad 19S regulator komplexben ATP hozzdaddsa utdn sem novekszik az
alegységharmas keresztkothetdsége. Talan épp a fizikai kapcsolodas a 19S regulator komplex
és a 20S proteaszéma kozott az, ami megteremti az ATP-az gylrd Osszehuzddasanak
feltételeit.

A p48A alegység esctében indirekt bizonyitékokkal tdmasztottuk al4, hogy a
poszttranszlaciés modifikacioknak szerepe lehet az alegségszerkezet meghatarozasaban. Az
alegység magasabbrend(i homolégjairdl (Rpt3/56) kimutattak, hogy foszforildlédhatnak.

Mostanaban kertlt nyilvanossagra, hogy az ATP hidrolizise befolyasolja kildnbdzé
proteszémahoz kotdd6 fehérjék kotodési sajtossagait. Feltételezhetd, hogy minden egyes
interakci6hoz a 26S proteaszoméanak fel kell vennie a kolcsdnhat6 partner altal megkivéant
legoptimalisabb szerkezetet. Ebben az estben a 26S proteaszéma szerkezetének varidbilitasa
szerkezeti alapot nyijthat a sokféle folyamathoz valé kapcsolodasi képességéhez. Kisérleteink
legatitébb kozolnivaloja az, hogy a 268 proteaszoma alkotéelemeibdl valo feléptlése nem
csupan az alkotéelemek rigid taldlkozasa, hanem nagymértékli szerkezet-atrendezddéssel
kisért folyamat. Az Osszeszerel6dési folyamat alatt a kolcstnhaté komplexek kdlcsdnés
szerkezetvaltozdsa megteremti az Osszeszerelddéshez és a tokéletes mitkodéshez szikséges
alegységszerkezetet.

Caenorhabditis elegansban ¢és Saccharomyces cerevisiacben az alegység-alegység
interakciokat éleszté kettds hibrid rendszer segitségével vizsgaltak. fgy néhany eddig még
méas modszerekkel fel nem ismert alegység-kolcsonhatast is sikertlt kimutatni. Az élesztd
kettés hibrid rendszerrel készitett interakcios térkép azonban csak egy statikus képet ad a
lehetséges interakciok halmazarél. Az altalunk hasznalt keresztkotési technika mély
betekintést nyujt a 26S proteaszéma Osszeszerelodési reakcioja sordn torténd valtozasokba.
Mindez azt jelenti, hogy tobb kitlonboz6 megkozelitési mod alkalmazésa szikkséges a 268
proteaszoma alegységszerkezetének feltarasahoz, mielétt a partikulum kristalyszerkezete
leirhatova valik.

Mint, ahogy azt a keresztkotési reakciok és a 16-BAC/SDS gélelektroforézisek
immuno-blotjainak vizsgalatabol kidertl, indirekt bizonyitékokkal rendelkezink a 198
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regulator komplex egyes alegységeinek poszttranszlacids modifikacijarol  és e
médésitasoknak az alegységszerkezetre gyakorolt hatasarol.

A glikozilacié specifikus ellenanyagokkal és a buzacsira agglutininnal végzett kisérletek
direkt bizonyitékkal szolgalnak arrdl, hogy ot 19S regulator komplex alegység és egy
kivételével minden 20S proteaszoma alegység oxigén atomon keresztiil kotott N-acetil-
glikézamin modositast hordoz. Eredményeinket aldtdmasztjdk az A4ltalunk hasznalt
ellenanyagok és a lektin kotés specificitasat leiré munkak, Tovéabb erbsiti megfigyelésinket
egy nemrégiben publikalt munka, amely a patkdny 20S proteaszoma C2-es alegségének
glikozilaltsagat bizonyitja kromatografids és tomegspektrometrids szekvenaldson alapuléd
technikék hasznalataval.

Az altalunk kétdimenzés gélelktroforézis segitségével elvélasztott nagy tisztasagl 26S
proteaszéma preparatumokon végzett immuno- és lektin-blot kisérletek joval tobb alegység
glikozilaltsagat mutattak. A két megkozelitési mod altal mutatott jelentds eltérésre azonban
képesek vagyunk egy lehetséges magyarazatot adni. Az ellenanyagok ¢s a lektin kotési
specifitdsanak bizonyitasara moldaris feleslegben 1év6 N-acetil-glitkézamin jelenlétében is
elvégeztik a kotési kisérleteket. Mig a lektinkotés kivaldéan gatolhaté szabad N-acetil-
glukézamin hozzdadéasaval, addig a szabad N-acetil-glikézamin az ellenenyagok kotését
széles koncentrcié hatarok kozott sem befolydsolja. A fent emlitett kromatografids elucional
hasznélt szabad N-acetil-glukézamin koncentracié nem képes gatolni az &ltalunk kimutatott
cllenanyag kotést, igy feltételezhet6, hogy a kromatografia sordn alkalmazott elacios
korilmények nem elég effektivek. Ez lehetséges magyarézattal szolgadl arra, hogy a
kromatografias megkozelités soran miért nem talaltak tobb 26S protcaszéma alegységet.

Ha figyelembe vesszitk annak a lehet6ségét, hogy a foszforilacié és az N-acetii-
glikozilacié kozott szoros és egymdst kolcsondsen kizaré kapcsolat van, fontos
megjegyezniink, hogy a monoklondlis ellenanyagok altal erésen felismert p48A és p48B
alegységek, illetve a lektin alltal erésen felismert pS6 alegység poszttranszlacios
foszforilacidja mar bizonyitotta valt.

A 20S proteaszoma alegységei kozul az o, a4 és o7 alegységek bizonyitottan
foszforilaltak. Habar a kolonboz0 poszitranszlaciés modifikaciok a 26S proteaszoma
miikodésére gyakorolt hatdsa manapsdg még ismeretlen, a két egymast kizar6, azonos
oldallancokon tdrténé modositas esetleges finoman hangolhatd szabéalyozé szerepe tovabbi
vizsgalatokért kialt.
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