Osszefoglalas

Az eukariota sejtek homeosztazisa a sejtet felépité komponensek allandé lebontasaval

¢és Ujrateremtésével valosul meg. A felépitési és lebontasi folyamatok szabdlyozhatosaga
alapvetd fontossagu, mind a kornyezet altal indukélt, mind a genetikai program irdnyitotta
valtozasokra adott valaszok kialakuldsanal. Az adaptacid, az egyedfejlédés és a reprodukcio
folyamataihoz a nagy mennyiségben eléforduld héaztartdsi fehérjék szintézise és lebontisa
mellett, a kisebb mennyiségben eléforduld, de meghatarozd szerepet jatszd szabdlyozod
fehérjék mennyiségének nagy pontossdgl szabalyozasara is sziikség van. A fehérjék
szintézise kozben torténd hibak, illetve az ¢életiik soran bekdvetkezd bizonyos kdlcsonhatasok
egyarant képesek elrontani kivanatos térszerkezetiiket. Bizonyos esetekben ezen atalakuldsok
visszafordithatalanok. Ezt a sejtnek fel kell ismernie, majd a hibas fehérjéket a lehetd
leggyorsabban el kell tavolitania.

Dolgozatomban a nagy pontossaggal szabalyozott fehérjelebontast végzd ubiquitin —
26S proteaszoéma ut egyik f6 komponensének a 26S proteaszomanak a kiilonbdzd szerkezeti
aspektusait vizsgaltam.

Az ubiquitin — 26S proteaszoma fehérjebontasi ut soran az ubiquitin ligaz rendszernek
nevezett harom vagy esetenként négytagli enzimkaszkad kivalasztja, és egy ubiquitinnek
nevezett polipeptid kovalens hozzdkapcsolasaval megjeldli a lebontasra szant fehérjéket. Mig
a ligdz rendszer els6 két tagjanak az ubiquitin aktivaldsdban és a transzfer folyamataban van
dont6 szerepe, addig a tobbféle kiilonb6zé harmadik komponens a szubsztratok valogatisat
végzi. A valogatas a fehéjék amindsav szekvenciajaba kodolt primer degradacios jelek, vagy a
harmadlagos szerkezetiik felismerése alapjan torténik. Az elsé ubiquitin beépiilése utdn a
jelolési folyamat nem all le, hanem ujabb ubiquitin egységek beépitésével a jelolt fehérjén egy
multiubiquitin lanc alakul ki. A lancndveld reakciok bizonyos tipusaihoz a ligdz rendszer
negyedik komponensére is sziikség lehet.

A lebotasra kijelolt fehérjék amindsavakka torténd darabolasat egy hatalmas, sok
fehérje-alegység Osszekapcsolddasabol 1étrejové multiprotein komplex, a 26S proteaszéma
végzi. Ez a fehérjekomplex két alkomplexre bonthatd. Az egyik, a kozponti elhelyezkedésii
20S proteaszoma. Ennek a csOszerli képletnek a kdzepén egy vékony csatorna hizédik, mely

bels6 kioblosodései adnak helyet a fehérjebontdsi reakcidknak. Azaltal, hogy a fehérjebontd



reakciok a partikulum belsejében jatszodnak le, szabalyozhatéva valik, hogy milyen fehérjék
keriilhetnek kapcsolatba az egyebként semilyen specificitast nem mutatd, azaz potencialisan a
jol miikodd fehérjékre is veszélyes enzimatikus aktivitassal.

A kozpoti csatorna két végén talalhatod két felszini nyilas. Az egyik vagy mindkét nyilés
felett helyezkedik el a 19S regulator komplex, a 26S proteaszoma masik alkomplexe. Szerepe
az, hogy kisziirje a lebontasra kijelolt ubiquitinalt fehérjéket és a 20S proteaszéma kozponti
csatorndjaba taplalja Oket. Ehhez nemcsak a degradacios jeleket kell felismernie, hanem a
fehérjeket az ugynevezett reverz chaperon aktivitdsanal fogva elsddleges, fonalszer(i
térszerkezeti allapotba kell széttekernie. Miutan az alkomplex felnyitotta a 20S proteaszoma
alapallapotban zart bemeneti nyildsat, a letekert polipetidlancot be kell juttatnia a kézponti
csatornaba.

Béar a peptidkotések hasitisa nem igényel ATP bontast, mind a szubsztratok
kivalasztdsa, mind a 20S proteaszomaba vald betdplaldsa ATP emésztO, energia igényes
folyamat. Ez az 4ra a nagymértékii szelektivitdsnak.

A 20S proteaszoma egy viszonylag jol kristalyosithatd hengerszimetrikus képlet. Sokat
tudunk a felépitd alegységek enzimatikus miikodéseirdl, és rontgenkrisztallografiai kisérletek
alapjan jol ismerjiik a szerkezetét is. Ez sajnos nem mondhato el a 19S regulator komplexrdl,
amely nem mutat semmilyen jol megfoghat6 szimmetriat. Osszetétele és alegységszerkezete a
az egyedfejlddés €s a kiilonbozd adaptacios folyamatok soran dinamikusan valtozik, gyakran
heterogén populaciot alkotva a sejtben. Ezen okokndl fogva igen rosszul kristalyosithatd, €s
igy a szerkezetét sem ismerjiik kielégitd pontossdgal. Annak eldontése, hogy az egyes
alegységeknek mi a pontos enzimatikus szerepe, az eddigi nagymérvii eréfeszitések ellenére
is még mindig csak gyermekcipdben jar.

Munkédm sordn feladatul el6szor a Drosophila melanogaster 19S reagulator komplex,
majd a 20S proteaszoma alegység Osszetételének pontos meghatarozasat kaptam. Ezt a
problémat egy ujszerli gél-elektroforetikus rendszer alkalmazasdval sikeriilt megoldanunk.
Ezutan hozza kellett rendelnem a rendelkezésiinkre all6 minden egyes alegységspecifikus
ellenanyagot az altaluk felismert alegységhez. Ez el6feltétele volt annak, hogy ki tudjuk
értékelni a laborunkban folyd a 26S proteaszoma Osszeszerelodési reakcidjat kisérd
alegységszerkezet valtozasokat vizsgald keresztkotési kisérleteket. Az ellenanyag konyvtar
annotalasa és a keresztkotési kisérletek elemzése kozben felfigyeltiink néhany ellenanyagra,
amelyek segitségével nagy valdszinliséggel el tudtuk kiiloniteni az egyik alegység

poszttranszlacidsan modifikalt valtozatait. Ez a megfigyelés arra sarkallt minket, hogy



részletesen megvizsgaljuk a 26S proteaszoma alegységeinek esetleges oxigén kotott N-acetil-
glukozamin mddositasait.

A feladatok megolddsdhoz eldszor egy korabban nehezen oldhatd integrans
menbranproteinek elvalasztasara hasznalt 16-BAC/SDS kétdimenzids gélelektroforézist
kellett az adott problémahoz adaptilni. Miutan sikeriilt minden egyes eddig ismert 26S
proteaszoma alegységet elvalasztani, sot erre a fajra nézve két 0 alegységet is kimutatni, az
elvalasztott és a gélbdl kivagott alelegységek kémiai azonositdsat egylitmiikddd partnereink
segitségével tomeg-spektrometiai modszerekkel végeztiik. Az ilymddon teljesebbé tett 19S
regulator komplex alegység katalogus egy olyan publikacid része lett, mely az Osszetétel
meghatarozasa mellett elektron-mikroszkopias megkozelitéssel meghatarozta a 19S
regulatorkomplex Ossztomegét, illetve bemutatta egy ubiquitin eltdvolitdsara képes alegység
enzimatikus viselkedését és a 19S regulator komplexen beliili pontos elhelyezkedését.

A rendelkezésiinkre allo alegység-specifikus ellenanyag konyvtar egyes tagjainak az
altaluk felismert alegységekhez vald rendelését ugy végeztiik, hogy azonos modon elkészitett
16-BAC / SDS kétdimenzids géleken valasztottuk el a 19S regulator komplex alegységeit,
majd Osszehasonlitottuk az  Osszfehérjére festett géleket az alegység-specifikus
ellenanyagokkal el6hivott immunoblottokkal. Miutan meghatdroztuk, hogy melyik ellenanyag
melyik alegységet ismeri fel, ki tudtuk értékelni a laborunkban végzett keresztkotési
reakciokat.

A keresztkotési reakciok soran azt vizsgaltuk, hogy az ATP elvonasara reverzibilis
moddon 19S regulator komplexre és 20S proteaszomara szétesd, ATP hozzdadaséara pedig ujra
funkcioképes 26S proteaszomava Osszealld proteaszoma preparatumokban miként valtozik a
szétesési-Osszeszerelési reakcid hatasara az egyes alegységek egymashoz viszonyitott térbeli
elrendezddése. Ehhez kihaszndltuk azt, hogy az egyes allapotok térszerkezetérdl egy
pillanatképet lehet rogziteni, olyan mindkét végén reaktiv funkcidscsoportot tartalmazo
keresztkotdszer alkalmazasaval, ami a megfelelden kozeli alegységeket képes kovalens
moédon  Osszekapesolni. Az gy fixalt alegység-kolcsonhatasok olyan heterodimer
alegységparokat eredményeznek, amellyel mindkét alegység-specifikus ellenanyaggal képes
reagalni. Kisérleteink soran be tudtuk bizonyitani, hogy a 26S proteaszoma 19S regulator
komplexbdl és 20S proteaszomabol vald Osszeszerelddése soran az alkotd szubkomplexek
alegységszerkezete gyOkeresen megvaltozik, s6t azt is be tudtuk mutatni, hogy a
szubkomplexek bizonyos részei jobban, mig mas részei csak kevésbé rendezddnek at.

A harmadik kisérletsorozatban szintén a mar emlitett gél-elektroforetikus rendszerrel

elvalasztott, és ezutan membranra blottolt alegységeket vizsgaltuk immuno- és lektin-blot



technikaval. Ahhoz, hogy kimutassuk a 26S proteaszoma mely alegységei hordoznak N-
acetil-glukézamin modositast, harom kiilonboz6é detektacios reagenssel is el6hivtuk az
elkésziilt blottokat. Az egyik O-B-N-acetil-glikozamin poszttranszlacios fehérjemodositast
felismerd ellenanyagot hovel ledlt, pepsinnel kezelt, Streptococcus A baktérum ellen
termeltették, mig a masik ellenanyagot patkdny maj sejtmag porus komplexbdl tisztitot N-
acetil-glukozaminalt lamin epitop ellen. A lektin-blot kisérletekhez tormaperoxidaz konjugalt
buzacsira agglutinint hasznaltunk, mint specifikus detektacios reagenst. Midharom reagens
magas affinitdsa és nagy specifitdsa mar jol dokumentalt a hozzaférhetd irodalomban. Sikertilt
bebizonyitanunk, hogy a 19S regulator komplex 6t alegysége, és a 20S proteaszoma szinte
Osszes alegysége poszttranszlaciésan N-acetil-gluk6zaminalt. Ennek a nagyaranyu
modositottsagnak a fizioldgids szerepére sajnos nem tudtunk magyardzatot adni, de mivel
ismert, hogy az N-acetil-glukozaminacio gyakran azonos szerin és treonin oldallancokat érint,
mint a gyakori foszforilacidés poszttranszlacios modifikaciok, feldllitottunk egy hipotézist,
miszerint az antagonisztikusan viselked6 foszforilacié és N-acetil glukozaminacio esetlegesen

a 26S proteaszéma miitkddésének finomhangolasaban vesz részt.



