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Roviditések jegyzéke

AAA ATPaz: szamos cellularis aktivitassal asszocialt ATP-az (ATPases associated with
various cellular activities)

AAA: AAA ATPaz domén

APC/C: anafazis eléremozdito komplex/cikloszoma (anaphase promoting
complex/cyclosome)

ATP: adenozin 5‘-trifoszfat (adenosine 5°‘-triphosphate)

ATP-4z: adenozin 5‘-trifoszfataz

BAG: a Bcl2 fehérjével kapcsolodé atanogén domén (Bcl2-associated athanogene domain)
Bp: bazispar

CAD: konzervalt ATPaz domén (conserved ATPase domain)

CBD: kitin-ko6té domén (chitin binding domain)

cDNS: komplementer DNS (complementary DNA)

CHAPS-3: [(3-kolamidopropil)dimetilammonio]-1-propanszulfonat hidrat ([(3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate)

CHIP: a Hsc70 fehérjével kolesonhato fehérje (Hsc70 interacting protein)

COP9: konstitutiv fotomorfogenezis 9 (constitutive photomorfogenesis 9)

CP: a proteaszoma katalitikus alkomplexuma, masnéven 20S proteaszoma (core particle)
C-terminalis: karboxi-terminalis (carboxy-terminal)

DEAE: dietil-amino-etanol (diethylamino ethanol)

DNS: dezoxiribonukleinsav

Dphl és hPLIC: a sarjadzé éleszté Dsk2 fehérje hasado élesztd és emberi homologjanak
elnevezése

DSS: diszukcinimidil-szuberat

DTT: ditiotreitol

DUB: deubikvitinalé enzim

E1: ubikvitin aktivalé enzim

E2: ubikvitin konjugal6 enzim

E3 :ubikvitin-protein ligaz

E4: ubikvitin lanc elongacios faktor

elF3: eukariota inicidcios faktor 3

ERAD: endoplazmatikus retikulumhoz kapcsol6dd degradaciés utvonal (endoplasmic
reticulum associated degradation)

GFP: zold fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

HRP: torma peroxidaz (horseradish peroxidase)

IxB: az NFkBa inhibitora (inhibitor of NFxB o)

Id1: egy DNS-kotést gatlo fehérje (inhibitor of DNA-binding 1)

IPG: immobilizélt pH gradiens (immobilized pH gradient)

JAMM: Jab1/MPN domén-asszocialt metalloizopeptidaz motivum

kb, kbp: kilobazispar

kDa: kilodalton



mMAD: monoklonalis ellenanyag (monoclonal antibody)

MALDI-TOF MS: egyfajta tomegspektrométeren végzett tomegspektrometria (matrix-
assisted laser-desorption ionisation-time-of-flight mass-spectrometry)

MDa: megadalton

MHC I: f6 hisztokompatibilitasi komplex I (major histocompatibility complex I)

NF«B: transzkripcids faktor (nuclear factor kB)

Npl4: a Cdc48 fehérje kofaktora

N-terminalis: amino-terminalis (amino-terminal)

Ntn: N-terminalis nukleofil

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

PBL1: a szekvesztoszoma C-terminalis doménje, melynek szerkezete hasonlé az ubikvitinéhez
PBS: foszfattal pufferelt sdoldat (phosphate buffered saline)

PCR: polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

PIPs: proteaszomaval kdlcsonhato fehérjék (proteasome interacting proteins)

PMSF: szerin proteaz gatlo, fenil-metan-szulfonil-fluorid (phenylmethanesulphonylfluoride
vagy phenylmethylsulphonyl fluoride)

PSD: post source decay

PUDbS1: poliubikvitin-kot6 hely-1 (poli-Ub binding site 1)

Pusl: a sarjadzo éleszté Rpn10 fehérje hasadod élesztd homologjanak elnevezése

PVDF: polivinilidén-difluorid

Rhp23 és hRad23: a sarjadz6 éleszté Rad23 fehérje hasado élesztd és emberi homologjanak
elnevezése

RNP: ribonukleoprotein

RNS: ribonukleinsav

RP: a proteaszoma szabalyozo alkomplexuma, masnéven 19S komplex (regulatory particle)
Rpn: regulator partikulum nem ATP-az (regulatory particle non-ATPase)

Rpt: regulator partikulum AAA ATP-az (regulatory particle triple A ATPase)

RT-PCR: reverz transzkripcio kapcsolt PCR (reverse transcription coupled PCR)

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)

SUMO: kis, ubikvitinhez hasonlé modositd fehérje (small ubiquitin-related modifier)

UAS: a Gal4-UAS rendszerben az indukalni kivant gént6l 5° iranyban elhelyezked6 aktivalo
transzkripcios faktor kot hely (upstream activating sequence)

Ub: ubikvitin (ubiquitin)

UBA: ubikvitin-titvonallal asszocialt (ubiquitin-pathway-associated)

Ubc: ubikvitin konjugalé enzim (ubiquitin conjugating enzyme)

UBL.: ubikvitin-szert (ubiquitin-like)

UBX: ubikvitin szabalyoz6 X (ubiquitin regulatory X)

Ubx3/Shp1/p47: a Cdc48 fehérje kofaktora

UCH: ubikvitin C-terminalis hidrolaz

Ufd1: a Cdc48 fehérje kofaktora

UIM: ubikvitinnel kdlcsonhaté motivum (ubiquitin interaction motif)

VCP: vazolint tartalmazé fehérje (vasolin containing protein) vagy Cdc48 vagy p97

VWA: von Willebrand A tipusi domén

w/v: vegyes szazalék, tomeg/térfogat (weight/volume)



Bevezetés

Torténeti attekintés

Az 1980-as évek elott a bioldgiai kutatas kozéppontjdban annak vizsgalata allt, hogyan
forditodik le a DNS informacidtartalma a fehérjék nyelvére (1, 2). Egészen idaig fenntartotta
magat ugyanis az a nézet, hogy a legtobb intracellularis fehérje hosszu életli, igy a fehérjék
lebomlasanak vizsgalata, elhanyagolt kutatasi teriilet maradt. Az 1980-as években azonban
két, egymast kiegészitd felfedezés tortént. Egyrészt, Avram Hershko és tanitvanya Aaron
Ciechanover, valamint a veliik egyiitt dolgozé Irwin Rose, 1978 és 1983 kozott felfedezték,
hogy néhany fehérje, melyeket egy retikulocita kivonathoz adtak, kovalensen
hozzékapcsolodott egy masik, 76 aminosavbol allo fehérjéhez, az ugynevezett ubikvitinhez
¢s, hogy ezeket az ubikvitinalt fehérjéket az extraktumban 1évé ATP-fliggd proteaz
processziven lebontotta (3, 4).

Hershko ¢és kollégai azutan azonositottak azokat az enzimeket - melyeket E1 (ubikvitin
aktivalo enzim), E2 (ubikvitin konjugald enzim) és E3 (ubikvitin-protein ligaz) enzimeknek
neveztek el - melyek az ubikvitinnek fehérjékhez torténd kapcsolasat végzik (5).

Az ATP-fiiggé proteaz jellemzését, melyet ma 26S proteaszomanak neveziink, és amely az
ubikvitinalt fehérjék lebontasat végzi, szdmos laboratorium egyiittesen végezte az 1990-es
években (6).

1984 ¢s 1990 kozott Alexander Varshavsky és kollégai felderitették az ubikvitin-proteaszoma
rendszer (1. abra) els6 biologiai funkcidit €s a rendszer specificitdsdnak forrasat, azaz a rovid
¢letidejii fehérjékben megtalalhatd degradacios jeleket, melyek lehetévé teszik ubikvitinnel
torténd megjelolésiiket. Emlds sejtekkel és élesztével (Saccharomyces cerevisiae) végzett
genetikai, biokémiai és sejtbiologiai vizsgalatok soran felfedezték, hogy az ubikvitin-rendszer
alapvetd fontossagu az €16 sejtekben 1€évo fehérjék nagy részének lebontdsahoz, sziikséges a
sejt ¢életképességéhez, valamint fontos szerepe van a sejtciklusban, a fehérjeszintézisben, a

transzkripcid szabalyozasaban és a stresszre adott valaszreakciokban (7-17).
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1. abra: Az ubikvitin-proteaszéma titvonal.

U'h Conjugation

Voges és munkatarsai, Annu. Rev. Biochem. 1999, 68:1015-1068, mddositva

Ezek az egymast kiegészitd felfedezések vezettek hirom, mindaddig ismeretlen tény
feltarasahoz. Egyrészt, hogy az intracellularis fehérjelebontds magaban foglal egy ujfajta
fehérjemodositast: az  ubikvitin - konjugaciot (3-5). Masrészt, hogy az ubikvitin
kapcsolodasanak szelektivitasat a rovid életideji fehérjékben 1évé degradacios szignalok
(degronok) biztositjak (8,9,14,17). Végiil pedig, hogy az ubikvitin-fliggé folyamatok a
sejtfiziologia legfontossabb regulacios eseményei kozé tartoznak (7,10-13,15,18), elsésorban
az intracellularis fehérjék szintjének szabalyozasa altal. Korabban ugy gondoltak, hogy ezt a
folyamatot szinte kizarolag a transzkripcid és a transzlacio kontrollalja.

Ennek eredményeképp az ubikvitinacioval és az ubikvitin-proteaszéma rendszerrel foglalkoz6
tudomanyteriilet a 80-as évek ota nagymértékben kiterebélyesedett, és manapsag az orvosi-

biologiai tudomény egyik legnagyobb teriiletéve valt.



A 26S proteaszoma

Az eukaridta sejtekben a legtobb citoszolikus és nuklearis fehérje, az ubikvitin-proteaszéma
utvonalon bomlik le. A 26S proteaszoma (2. abra), mely a fehérjelebontast katalizalja, egy
hatalmas molekularis gépezetnek foghat6 fel, mely 2,5 MDa molekulatomegt, és kortilbeliil

31 kiilénboz6 alegységbdl all (19).

20S
720 kDa

15 nm

2. abra: A Drosophila 26S proteaszéma haromdimenziés strukturajanak modellje, mely
annak elektronmikroszkopos képén alapul és a Thermoplasma 20S proteaszéma kristaly

struktirajanak felhasznalasaval késziilt.
Voges és munkatarsai, Annu. Rev. Biochem. 1999, 68:1015-1068

A 268 proteaszoma egy hordé alaku proteolitikus in. mag komplexbdl (CP) vagy masnéven
20S proteaszomabol épiil fel, amihez egyik vagy mindkét végén az ubikvitindlt fehérjék
felismeréséért felelds 19S regulator komplexek (RP) kapcsolodnak. A regulator komplexek
végzik ezen kivill az ubikvitinalt célfehérjék kitekerését és a 20S komplexbe torténd

betaplalasat, ahol azok oligopeptidekké degradalodnak. Mig a CP szerkezete, alegységeibdl
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torténd felépiilése és enzimatikus mechanizmusa részletesen ismert, addig a RP funkcionalis
szervezddése joval kevésbé felderitett. Noha a 19S komplex alegységeinek legtobbjét mar
azonositottak, specifikus funkciot eddig csak néhanyukhoz sikeriilt hozzarendelni. A 26S
proteaszoma alacsony felbontast elektronmikroszkopos képét mar sikeriilt meghatarozni, de a

19S komplex alegységeinek preciz elrendezdédése még nem tisztazott.

A 20S proteaszoma

A 20S proteaszomat (3. abra) elséként 1968-ban figyelték meg elektronmikroszkdpban,
human eritrocita lizatumokban, és cilinder alaka szerkezete miatt elnevezték ,,cilindrin”-nek,
de funkcigjat akkor még nem ismerték (20). 1980-ban egy 700 kDa molekulatomegii kation-
érzékeny neutrdlis protedzt izoladltak szarvasmarha hipofizisbdl (21), mely a korabeli
kozlemények szerint harom-6t fajta, egyenként 24-28 kDa molekulatomegi alegységbdl épiilt
fel, és képes volt peptid szubsztratokat hidrofob, savas és bazikus helyeken hasitani (22, 23).
E felfedezéstdl fliggetleniil egy 600 kDa-os csé alaki komplexbdl allo alkalikus protedzt
izolaltak ponty izomszovetbdl, mely komplex 15 nm hossza és 10 nm atmérdjii volt és négy
egymas folott elhelyezkedd gylrtibol épiilt fel (24). Egy henger alaku, 22S-sel iilepedd
részecskét hasonlo méretekkel Xenopus laevis oocitak citoplazmajabol és magjabol is
tisztitottak (25), valamint hasonld részecskéket azonositottak ezzel egy idoben patkany
izomszovetbol (26) és majbol (27).

Ezzel parhuzamosan egy ,,proszomanak” vagy 19S ribonukleoproteinnek (RNP) nevezett
részecskét is talaltak szamos eukariotaban (28). Ez a részecske hasonlonak tiint méretben és
alegységosszetételét tekintve a multikatalitikus proteaz komplexhez, de ugy tlint, hogy RNS-
hez kapcsolodik, ezért feltételezték, hogy a génexpresszid szabalyozasaban van szerepe (29).
Az 1988-as évben azonban bebizonyosodott, hogy a multikatalitikus protedz komplex és a
proszéma azonosak (30, 31). Egyezményes névként a proteaszoma — egész pontosan a 20S
proteaszoma — nevet valasztottak, mely egyarant utal a komplex proteolitikus aktivitasara és
Osszetett szerkezetére (30).

Els6 leirasuktol kezdve azt gondoltak, hogy a 20S proteaszomak csak eukariota sejtekben
talalhatoak meg. 1989-ben kiilonb6zd prokaridtakbol szarmazo kivonatokat teszteltek, vajon

tartalmaznak-e nagy molekulatomegli proteazokat (32). Az eukaridta 20S proteaszomahoz



nagyon hasonld felépitésli, kimotriptikus aktivitdssal rendelkezé komplexet izolaltak a
Thermoplasma acidophilum nevii archebaktériumbol (32). Ma mar tudjuk, hogy a 20S
proteaszomak altalanosan elterjedtek az archedk korében (33). Az elsé bakterialis
proteaszémat egy actinomycete-b6l, a Rhodococcus erythropolis-bol tisztitottak (34). Az
eubaktériumok koziil, ugy tiinik, a 20S proteaszomak csak az actinomycetales-ben vannak
jelen (35). Az cukariota sejtekkel ellentétben a prokariotakban a proteaszomak nem
sziikségesek az életképességhez. A prokaridtakban a proteolitikus rendszerek redundancidja

valdsziniileg kompenzalni tudja a proteaszoma funkciojat (36).

BI' Bl =t
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3. abra: A Saccharomyces cerevisiae 20S proteaszoma szerkezetének térkitoltés modellje

kiilonb6z6 nézetekbol.

(A) kissé megdontott oldalnézet, (B) feliilnézet, a-gytrt, (C) a két B-gylirti kozott elvagott fél proteaszéma
feliilnézete, B-gytr(, (D) oldalnézet a 20S partikulum lumenébe, gyiiriinként harom alegység eltavolitasa utan: a
haromféle aktiv B alegység (B1, B2 és B5) és katalitikus treonin aminosavuk (fehér szinnel) jelolve

W. Heinemeyer ¢s munkatarsai, Cell. Mol. Life Sci Vol.61, 2004



A CP-ok mind a prokariotakban, mind az eukaridtdkban 28 alegységbdl épiilnek fel, melyek
azonban kiilonboznek komplexitdsukban. A prokaridta proteaszomak két eltérd, de
egymashoz hasonld polipeptidet tartalmaznak, 14 darab azonos a, és 14 darab B} alegységbdl
allnak, mig az eukaridta CP-ok 7 kiilonboz6 a és 7 kiilonbozo B alegység két-két kopiajabol
épiilnek fel. A kiilonbség ellenére ezen komplexek altalanos felépitése megegyezik: az a- és
B-tipust alegységek héttaghh homo- {a7B7B7a7 (prokariotak)} vagy heterooligomer {(al-a7)
(B1-B7) (B1-B7) (al-a7) (eukaridtak)} gytriket alkotnak. Két egymas felett elhelyezkedd f-
tipusu alegységekbdl allo gytrit alulrol és feliilrdl egy-egy a-tipusu alegységekbdl felépiild
gyiri hatarol. Prokariotak koziil kivételnek tekintheté a Rhodococcus 20S proteaszoma, mely
két kiilonboz6 o-tipust  és  két kiilonbozoé  P-tipustt  alegységbdl  épil  fel (35).
Alacsonyabbrendli eukariotakban, mint példaul a sarjadzo6 élesztében, a 20S proteaszomak 7
kiilonb6z6 a- és 7 kiilonbozd B-tipusu alegységbdl allnak, melyek koziil csak harom B-tipusa
alegység rendelkezik katalitikusan aktiv hellyel (37-39). A proteolitikusan aktiv B alegységek
a két belso gytiriben helyezkednek el. Emlésokben y-interferon hatdsara harom tovabbi -
tipusu alegység expresszioja indul meg, (melyeket indukalt B-tipust alegységeknek neveziink,
Bi), melyek mindegyike helyettesit egy specifikus, allanddéan expresszalodd aktiv B-tipusu
alegységet (40). Ezek az immunoproteaszomak az MHC I-es tipusti molekulakon bemutatasra
keriilé antigének kialakitasaért felelések (41). Drosophila melanogaster -ben pedig tesztisz-
specifikus izoformakat kodolo duplikalt proteaszomalis géneket talaltak (42), mely izoformak
szerepe még nem tisztazott.

A 20S proteaszomék elektronmikroszkopban hord6 alakt képet mutatnak, melyek 15 nm
hosszaak és 11 nm atmérdjiick (43-47). A négy gytrii harom belsé tireget hoz 1étre (48), két
elokamrat és egy kozponti proteolitikus kamrat, melyet a B-tipusu alegységek hoznak létre. A
harom kompartment csak egy kozponti csatornan keresztiil érhetd el, mely végighuzodik a
hordo tengelyében (49). Magasabbrendliekben az el6kamrak bejarata a-tipusu alegységek N-
terminalis végén elhelyezkez6 aminosavoldallancok révén zart (39).

A proteaszoma az N-terminalis nukleofil (Ntn) hidrolazok csaladjaba tartozik (50, 51), ami
azt jelenti, hogy az aktiv B alegységek amino-termindlis végén elhelyezkedd treonin-1
aminosav y-oxigénatomja (52) szerepel nukleofilként a peptid kotés karbonil szénatomja

elleni katalitikus tamadasban. Laktacisztin kovalens kapcsolodasa a B-tipusu alegységek Thr-
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1 aminosavahoz irreverzibilisen gatolja a proteaszéma proteolitikus aktivitasat, bizonyitva,
hogy ez az aminosav esszencialis a katalizishez (53). A proteaszoma egyéb kovalens
inhibitorai a peptidil-vinil-szulfonok (54, 55) vagy a dipeptidil bérsavak (56, 57), reverzibilis
inhibitorai a peptid-aldehidek (58, 59). A proteaszéma inhibitorok segitettek a proteaszoma
sejtbeli funkcidinak tisztazasaban (60). Attol fiiggéen, hogy a hasitandd peptidk6tés N-
terminalisan (a P1 pozicioban) hidrofob vagy aromas aminosav, bazikus aminosav, vagy
glutaminsav helyezkedik el, a proteaszoma kimotripszin-szerii, tripszin-szerli vagy
peptidilglutamil peptid hidrolitikus aktivitast mutat. Ezen aktivitasok mindegyike specifikus
B-tipusu alegységekhez kothetéek (61-63). A szubsztratfehérjéket a 20S proteaszoma
processziv. moédon degradédlja, ami azt jelenti, hogy nem bocsat ki degradacios
koztitermékeket (64), hanem a kozponti kamra mindaddig hatékonyan fogva tartja a
fehérjéket, mig méretiik egy meghatarozott hosszusagi érték ala nem keriil. A peptid termékek

méreteloszlasa 4 és 25 aminosav kozott valtozik, 7 és 9 aminosav kozti atlaghosszal (65).

A 198 regulator komplex

Csak nemrégiben bizonyosodott be, hogy a 26S proteaszoma ugy jon létre, hogy a 20S
proteaszOmahoz egy meghatarozott komplex kapcsolddik, melyet labdanak (66), pn
partikulumnak (67), PA700-nak (68), vagy 19S ,ssapka” komplexnek (69) neveztek el E
komplexet ma egyezményesen 19S regulator partikulumnak (RP) nevezziik (4. abra).
Elektronmikroszkopos képen a 26S proteaszéma egy jol felismerhetd struktira, mely a 20S
komplexbdl, valamint egyik vagy mindkét végén hozzakapcsolodo reguléator partikulum(ok)-
bol all (70). A 19S regulatorok és a 20S proteaszoma kapcsolodasat a modulatornak nevezett

komplex segiti el6 (71).
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4. abra: A 19S regulator komplex alegységeinek kolcsonhatasai.
K. Ferrell és munkatarsai, Trends in Biochem. Sci., 25(2),83-88(2000)

A kiilonb6z6 organizmusokban a RP—ot alkotd alegységek pontos szama nem ismert (67, 72,
73), mivel nem kizart, hogy néhany alegység, mely gyengébben vagy csak atmenetileg
kapcsolodik a 19S regulatorhoz, az alkalmazott tisztitasi eljaras soran levalik a komplexrol.
Az 1-es tablazat tartalmazza azon fehérjék és homoldgjaik listajat, melyekrdl legalabb egyszer
kimutattdk, hogy a RP részei. Két nomenklatira, melyet széles korben hasznalnak a 19S
komplex alegységeinek jeldlésére az emlds ,,S”- (mint alegység, subunit) (73) és a S.
cerevisiae ,,Rp”- (regulator partikulum) nevezéktan (74), melyek mindegyike a
molekulatomegiik alapjan rendezi sorba az alegységeket. Az Rp nomenklatiura kiilonbséget

tesz a Rp trifoszfatdzok (Rpt) ¢és az Rp nem-ATP-4z (Rpn) alegységek kozott.
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Drosophila ember pékélesztoé ellenanyag

pl110 S1 Rpn 2

p97 S2 Rpn 1

p58 S3 Rpn 3

p56 S4 Rpt 2

p55 S5b Rpn 5

p54 S5a Rpn 10 mAb 170, 28 és 439
p50 S6’ Rpt 5 mAb 112

P48A S6 Rpt 3 mAb IB8 és 12A1
p48B S7 Rpt 1

p42A S10a Rpn 7 mADb 123 és 243
p42B S9 Rpn 6

p42C S8 Rpt 6 mADb 9E3

p42D S10b Rpt 4

p39A S11 Rpn 9 mAb 50

p39B S12 Rpn 8

p37A UCH37 -

p37B S13 Rpn 11

p30 S14 Rpnl12

- ADRM1 Rpn13

I. tablazat: A 19S regulator komplex alegységeinek homolégjai harom fajban, és az

altalunk hasznalt, Drosophila alegységek ellen kifejlesztett ellenanyagok elnevezése
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In vitro, a fiziologiasnal magasabb sokoncentracié mellett, a RP-ot két komplexre lehet
szétvalasztani. A nagyobb tomegll, a CP-hoz képest proximalisan elhelyezkedd rész az alap
vagy bazis alkomplex (base), a kisebb és a 20S maghoz képest disztalisan elhelyezkedd a
fedél (lid) alkomplex (75).

A bazis alkomplex hat ATP-azt (S7/Rptl/p48B, S4/Rpt2/p56, S6/Rpt3/p48A,
S10b/Rpt4/p42D, S6’/RptS/pS0 és S&/Rpt6/p42C), a RP két legnagyobb alegységét
(S1/Rpn2/p110 és S2/Rpnl/p97), valamint az S5a/Rpn10/p54-et tartalmazza (1. tablazat). A

20S proteaszoma ¢€s a bazis altal formalt komplex elégséges a nem ubikvitinalt célfehérjék
ATP-fiiggd lebontdsdhoz, de nem elégséges az ubikvitindlt célfehérjek ATP-fiiggd
lebontasahoz (75). Mind a hat proteaszomalis ATP-4z tartalmaz egy 230 aminosav hosszu
AAA (76, 77) vagy CAD modult (78), mely az AAA ATP-azok kozos jellemzdje (76, 78, 79).
Szamos funkciot tulajdonitanak a proteaszomalis ATP-4zoknak. Egyrészt ATP-hidrolizisbol
felszabaduld energiat felhasznalva eldsegitik a 26S proteaszomak Osszeszerelddését 19S
komplexekbdl és CP-bol (69, 72, 80, 81). Masrészt, az ATP-4zoknak szerepe van a 20S
proteaszoma centralis csatorndjanak felnyitdsdban, mely csatorna a szabad partikulum esetén
zart (39). Harmadrészt, az ATP-azok valdszinilleg megkotik (82) és kitekerik (83) a
szubsztratfehérjéket, mely aktivitads a molekularis chaperonok refolding aktivitdsahoz hasonlo.
proteaszoma kozponti kamrajaba (84). A proteaszomalis ATP-dzok hexamer gyfiriibe
rendez8dnek, mely heterohexamer gytirli kozvetlentil kapcsolodik a 20S proteaszoma héttagt
a-tipust alegységekbdl 4ll6 kiilsé gytirtijéhez.

Hasado és sarjadzo élesztdvel végzett delécios analizisek kimutattak, hogy a 19S ATP-az
gének esszencialisak (85-92). Az egyedi ATP-az alegységek helyspecifikus mutagenezissel
torténd inaktivacidja élesztdben kiilonbozd fenotipusokat eredményezett (93). Igy az Rpt
ATP-4zok nagyfoku szekvencia hasonldsaguk ellenére funkcidjukat tekintve nem
redundansak (93, 94). Az egér SUG1 (Rpt6) fehérjér6l kimutattak, hogy 3°-5° DNS helikaz
aktivitassal rendelkezik (95) ¢€s, hogy specifikusan kolcsonhat a TFIIH transzkripcids faktor
XPB alegységével, mely transzkripcios faktor az RNS polimeraz holoenzim egyik
komponense (96, 97). Egyéb 19S ATP-azokrdl kimutattak, hogy erdsitik a transzaktivaciot

azaltal, hogy kolcsonhatnak transzkripcionalis aktivatorokkal (98, 99). Ezek az ellentmondo
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kisérleti eredmények megmagyarazhatoak, ha figyelembe vessziik, hogy a transzkripcionalis
regulatorokat a 26S proteaszoma bontja le (100). Ezen kiviil a 26S proteaszomanak szerepe
van az NF«kB transzkripcios faktor prekurzoranak, a p105-nek processzaldsdban és az NFxB
inhibitoranak, az IkB-nek a lebontasaban (101). A 19S ATP-az alegységek kapcsolodasa a
transzkripcidban szerepet jatszd fehérjékkel valdsziniileg inkabb a 26S proteaszoménak a
transzkripcid proteolitikus szabalyozasaban betoltott fontossagara utal, és kevésbé az ATP-az
alegységeinek transzkripcionalis mediator szerepére (102).

Az Rpnl és Rpn2 alegységek jelentds szekvenciahasonlosagot mutatnak egymassal (~20%).
Mindketté 35-40 aminosav hosszu, leucinban gazdag ismétlodéseket tartalmaz, melyek
valtakoznak nagy hidrofob és glicin vagy alanin tartalm( szakaszokkal a C-terminalisukon
(103). Az Rpnl és Rpn2 alegységek ubikvitin interakciés motivumszerii (UIM) szekvenciakat
is tartalmaznak. Mindkettd kapcsolatot 1étesit ATPaz és fedd alegységekkel is, igy alakult ki
az a nézet, hogy ezek az alegységek képezik a regulator gerincét, egyfajta vazat alkotnak,
amelyen a tobbi alegység miikddik. Ezt erdsiti, hogy az ubikvitin ligdzok és UBL-UBA
domén fehérjék, valamint az Rpn10 is az Rpnl-hez horgonyzdodnak (104, 105).

A fedél alkomplex alegységei koziil 6t: az S3/Rpn3/p58, S5b/Rpn5/p55, S9/Rpn6/p4d2B,
S10a/Rpn7/p42A ¢és az S11/Rpn9/p39A PINT/PCI domént tartalmaznak a C-terminalis
résziikon, mig az S12/Rpn8/p39B ¢és az S13/Rpnl1p37B MPN domént tartalmaznak az N-

terminalis résziikon (106, 107). Ezen motivumok egyike sem talalhatd meg egyik bazis
alegységben sem, megtaldlhatbak azonban kiilonbozé funkcidval birdé madas, nagy
fehérjekomplexekben, mint a COP9 komplexben (108) vagy az eukariota iniciacios faktor 3
(elF3) komplexben (109). A szekvenciahasonlosag ezek kozott a komplexek kozott még
tovabb terjed, ugyanis a COP9/szignaloszoma hét alegysége, és az elF3 komplex harom
alegysége homologiat mutat a megfeleld 19S fedél alkomplex alegységekkel.

A fedél alegységek koziil eddig csak kevéshez sikeriilt specifikus funkciot hozzarendelni.
Emlitésre mélto az Rpnll alegység, melyr6l kimutattak, hogy egy Jabl/MPN domén-
asszocialt metallo-izopeptidiz (JAMM) motivumot tartalmaz, amely egy Zn?*-et képes
koordinalni (110). Zn?* elvonas hatasara, vagy ha az aktiv hely hisztidinjeit alaninra cserélték,
a proteaszoma képtelen volt deubikvitindlni a multiubikvitinalt Sicl fehérjét (111).
Kimutattik, hogy a proteaszomaban az Rpnll alegység Zn?*-fiiggé modon katalizalja az

ubikvitin lehasadasat a szubsztratokrol, miel6tt azok a katalitikus komplexbe taplalodnak,
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mely két folyamat szorosan kapcsolt egymassal (112). Ezeket a jelenségeket Drosophila—ban
és emberi sejttenyészetekben is megfigyelték (113).

Ma mér ismert, hogy mas proteaszoma-asszocialt deubikvitinald enzimek, mint pl. az Ubp6 is
részt vesznek a szubsztratok deubikvitindlasaban, az Rpnll-gyel egyiittmiikodve (114).
Drosophilaban a p37A ubikvitin C-terminalis hidrolaz (UHC) is képes deubikvitinaciora
(115).

Az ubikvitinacio

Az ubikvitin-26S proteaszoma rendszernek elsddleges szerepe van a sejtben lezajlo
nélkiilozhetetlen folyamatban, a szelektiv proteolizisben. Sziikséges a sériilt vagy rosszul
feltekeredett fehérjék lebontdsdhoz, ezen kiviil szamos sejtciklust szabdlyozd molekula,
transzkripcids faktor és tumor szupresszor szabalyozott lebontasaért is feleldés. Az ubikvitin
rendszer azonban ennél joval kiterjedtebb, azt is mondhatnank a sejt minden szegletében
megtalalhato, szdmos proteolitikus és nem proteolitikus funkcidja ismert. Az ubikvitin egy
kis, evolicidosan konzervalt fehérje. Kovalens hozzakapcsolasa mas fehérjékhez - az
ubikvitinacid -, valtozatos sejtbeli folyamatokban esszencialis szerepet jatszik. Kétféle tipusa
ubikvitinacio lehetséges: monoubikvitinacié és multiubikvitinacio. Mig a monoubikvitindcid
nem proteolitikus eseményekben vesz részt ugy, mint a hiszton modositas (141), endocitozis,
vezikularis transzport (142), szignaltranszdukcid (145) €s virus részecskék sarjadzasa (143),
addig a multiubikvitinaci6 a proteolitikus események mellett a DNS-hibak kijavitasaban
(144), a szignaltranszdukcios folyamatok szabdlyozésdban (145) és a transzkripcioban (146,
147) jatszik szerepet.

A fehérjek ubikvitindcidja, mint mar kordbban emlitettem hdrom enzim, az Ub-aktivalo enzim
(E1), az Ub-konjugald enzim (E2) és az Ub-protein ligdz (E3) &sszehangolt miikodésének
eredménye (5, 116-119). Ebben a folyamatban az ubikvitin C-terminalisan, 76-0S pozicidoban
elhelyezkedd glicin aminosav egy izopeptid kotés altal hozzakapcsolddik a célfehérje
valamelyik lizin aminosavédhoz. Az E2 enzimek az E3 enzimekkel, mint szubsztatfelismerd
faktorokkal dsszhangban miikodve meghatarozzak, hogy a szubsztratfehérje mely lizinjéhez
kapcsolddjon az ubikvitin. Ugyanezen enzimkészletnek van szerepe az ubikvitinlancok

kialakitasaban, mely ldncoknak kiilonb6zd topoldgidjuk lehet, attol fliggden, hogy az Ub hét
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lizinje kozil (Lys-6, Lys-11, Lys-27, Lys-29, Lys-33, Lys-48 vagy Lys-63) melyik
kapcsolodik a szomszédos Ub C-terminalis glicinjéhez. A harom leggyakoribb és in vivo is
megfigyelt ubikvitinldncok a 29-es, 63-as vagy a 48-as lizinen keresztiil kapcsolodnak (120-
123). A Lys-63 kapcsolt lancoknak fontos szerepe van példaul a DNS hibajavitas Rad 6-féle
utvonaldban (124), mig a homopolimer €s négyes tagszam feletti (multiubikvitin lanc) Lys-
48-kapcsolt ubikvitin lancok tiinnek az Ub-proteaszoma lebontdsi utvonal {6 felismerési
jelének. Ennek némileg ellentmond az a nemrégiben megjelent kdzlemény, mely az APC/C
E3 enzim altal in vitro szintetizalt multiubikvitinalt ciklin B ubikvitin lancait és
lizinen keresztiil kapcsoléd6 multiubikvitin lanc szolgal degradacids jelként, hanem a 29-es és

a 63-as is (125).

Az S5a/Rpn10/p54 alegység

Els6ként Deveraux és munkatarsai fedezték fel, hogy a human eritrocitakbdl tisztitott 26S
proteaszomak S5a/Rpnl0/p54 alegysége in vitro képes kotni a Lys-48-kapcsolt ubikvitin
lancokat (126). Kisérleteik soran megallapitottak, hogy az alegység preferencialisan koti a
négy vagy annal tobb Ub-t tartalmazé ubikvitin lancokat. Szamos mutacids kisérletet
végeztek, hogy azonositsak az S5a/Rpn10/p54 alegység Ub kotésért felelés régioit (127-129).
A fehérje kivétel nélkiil kifejezett preferenciat mutatott a hosszabb Ub-lancok irant,
Osszhangban a 26S proteaszéma preferencidjaval a multiubikvitinalt célfehérjék iranyaba. Az
N-terminalis 200 aminosava egyik vizsgalt S5a homolognak sem kototte az Ub-lancokat, mig
a C-terminalis régiojuk (poliubikvitin-koto hely, poli-Ub site 1, PUbS1) a teljes hosszisaga
fehérjéhez hasonlo kotési sajatsagokat mutatott. A PUbSI1 tartalmaz egy konzervalt GVDP
szekvenciat (Ub-kotd szegment 1), mely valosziniileg egy hurkot képez, és amelyet a szintén
konzervalt LAL/MALRV/LSM szekvencia (Ub-kotd szegment 2) kovet, mely helikalis
struktiraba tekeredik. Az elsé 6t aminosav a LAL/MALRV/LSM szekvenciaban valtakozo
nagy és kis hidrofob aminosavakat tartalmaz és esszencialis az ubikvitin kotéshez (128, 129).
Kilonbozé masodik Ub-koté helyeket talaltak példaul a human és a Drosophila S5a
homologokban, melyek tartalmazzak az 1-es vagy 2-es ubikvitin-koté szegmenteket, és

onmagukban szintén preferenciadlisan kotik a hosszabb Ub-lancokat, ¢s amelyek a rovidebb
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¢leszt6 Rpnl0-ben nincsenek jelen. A human homoldgban ugy tiinik, a két Ub-kotd hely
kooperativan mitkodik (129). A fehérje N-terminalisan is talalhato egy konzervalt régio, mely
hozzajarul a 19S komplex alapjanak ¢és fedelének osszekapcsolasahoz (75), noha ezen szakasz

delécidja nem gatolja meg a 26S proteaszoma megfeleld dsszeszerelddését (128) és (5. abra).

sec. struct. S HHHHHHHHHHHHHHHH
Hs S5a 204 FEFGVDPSADPELALALRVSMEEQRQ
MM S5a 204 FEFGVDPSADPELALALRVSMEEQRQ
Dm_S5a 205 FEFGVDPNEDPELALALRVSMEEQRQ
Sc_Rpnl0 216 MDFGVDPSMDPELAMALRLSMEEEQQ
At MBP1 214 FDFGVDPNIDPELALALRVSMEEERA
Mc_Sba 215 FDFGVDPNLDPELALALRVSMEEERA
Sm S5a 210 LEFGLDGAEDPDLLYALRVSMRDQRM

s skk =k B Hhkeddkk s e

segment 1 segment 2

5. abra: A Kkiilonb6z6 fajokbdél szarmazé S5a homologok PUDS1 (1-es szamu
poliubikvitin-koté hely) szekvenciai egymas folott elhelyezve.

A konzervalt aminosavak *-gal, az ubikvitinlincok megkotése szempontjabdl
nélkiilozhetetlen aminosavak pirossal vannak jelolve.

Hs: Homo sapiens; Mm Mus musculus; Dm: Drosophila melanogaster; Sc:
Saccharomyces cerevisiae; At: Arabidopsis thaliana; Mc: Mesembryanthemum

crystallinum; Sm: Schistosoma mansoni

Voges és munkatarsai, Annu. Rev. Biochem. 1999, 68:1015-1068

A huméan S5a N-terminalis doménjérdl kimutattak, hogy in vitro és in vivo specifikusan
kapcsolodik egy DNS-kotés gatld fehérjéhez (inhibitor of DNA-binding 1, 1d1). Az S5a-Id1
megnoveli a DNS-kotd hélix-loop-hélix homodimerek mennyiségét (130). Az S5a
szekvenciahasonlosagot mutat a TFIIH alap transzkripciés faktor p44-es DNS-kotd
alegységével (106). A TFIIH az RNS polimeraz II iniciaciés komplex része, és sokrétii

szerepe van a transzkripcioban €és a DNS repair mechanizmusokban. Az S5a fehérje
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megegyezik a human agyalapi mirigy szekréciot gatld faktoraval (131, 132). Ez a faktor egy
eddig ismeretlen mechanizmus révén gatolja a kolera toxin altal indukalt folyadékszekréciot a
bélben.

Az Rpnl0 alegység élesztdben nem esszencialis, mivel a Arpnl0 mutansok a vad tipust
novekedési ratdhoz hasonld novekedést mutatnak, a rovid életideji fehérjék dontd tobbségét
megfeleloképp le tudjak bontani és nem érzékenyek UV besugarzasra vagy hostresszre (133,
134). Mindemellett egy enyhe érzékenység aminosav-analogokkal szemben és az ubikvitin
konjugatumok atlagos szintjének megndvekedése megfigyelhetd Arpnl0 mutansokban.
Drosophila melanogaster-ben a p54 delécidja larvalis- illetve baballapotban bekdvetkezd,
ugynevezett polifazisos letalitast, tObbszords mitotikus defektusokat, a magasabb
multimerszamu ubikvitinalt fehérjék és defektiv 26S proteaszéma partikulumok nagymértékii
felhalmozddasat eredményezi. Ugyanakkor az alegység delécidja nem destabilizélja a
regulator partikulumot, és nem zavarja meg a RP ¢és a katalitikus core dsszeszerelédését (135).
Kawahara és munkatarsai az S5a/Rpn10/p54 alegységnek négy kiilonb6zd variansat talaltak
meg egérben, melyek ugyanazon génrdl fejlédésspecifikus moédon szabalyozott alternativ
splicing-gal keletkeznek (136). Ezeket az izoformakat Rpnl0a-t6l RpnlOe-ig nevezték el.
Ezen izoformaék koziil a felnétt allatbol izolalt Rpnl0a hasonlit leginkabb az emberi S5a-ra. A
masik négy forma, melyeket a kiilonboz6 fejlédési allapoti embriokbdl azonositottak, N-
terminalis régidjukban megegyeznek egymassal és az Rpnl0Oa-val, ugyanakkor C-terminalis
feliikben meglehetds divergenciat mutatnak. Az Rpnl0Oe a legmagasabb szintli expressziot az
embrionalis agyban mutatja. Ez az izoforma is része a proteaszémanak, és noha az élesztd
Rpn10-hez hasonléan a masodik UIM-doménje hidnyzik, az RpnlOa-hoz hasonlo affinitast
mutatott a multiubikvitinalt lizozimhoz in vitro. Ugyanakkor az Rpn10a és Rpn10e jelentdsen
eltérd hatassal volt a B-tipusu ciklinek lebontdsara Xenopus petetesejt extraktumokban. igy
tehat a 26S proteaszomanak funkciondlisan legalabb két kiilonb6zd forméja van egérben,
egyik az altalanosan kifejez6d6 Rpnl0a-t, a masik az embri6 specifikus RpnlOe-tartalmazza.
Mig ez el6bbi folyamatosan, a sejttipusok széles skalajaban vesz részt a proteolizisben, addig
ez utdbbi valdsziniileg specializalt szerepet jatszik a korai embrionalis fejlodés soran.

A Drosophila p54-r6l és élesztd homologjardél az Rpnl0-rdl is kimutattdk, hogy ez az
egyetlen 26S proteaszoma alegység, mely jelentds mennyiségben jelen van a proteaszoéman

kiviill szabad monomer formaban is (134). Ez a felfedezés utalhat arra, hogy az
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S5a/Rpn10/p54 a szabad és komplex-kotott forma kozott dinamikus egyensulyban van,
mintegy ingdzik a két allapot kozott. Ez a jelenség egyben felveti annak lehetdségét, hogy az
S5a/Rpn10/p54 fehérjének a proteaszoma szubsztratok felismerésen kiviil egyéb szerepei is
vannak. A szabad fehérjének az ubikvitinalt fehérjék megkotésén kiviil szerepe lehet olyan
folyamatokban is, melyek a fehérjelebontastol fliggetlenek.

Nem kizarolag az Rpnl0 lehet képes a proteaszoman beliil multiubikvitin lancot kétni. Egy
fotoaktivalt keresztkotéses kisérletben feltiind erdsséggel kotott egy jelolt multiubikvitin
lancot az egyik regulator komplex ATPaz alegység, név szerint az S6°/Rpt5. Egyes
elgondolasok szerint az S6°/RptS az Rpnl0 és az UBL-UBA receptorok utdn kovetkezo
1épésben miikddik, vagyis mar a proteaszoman beliili folyamatokban (137).

Az a megfigyelés, miszerint sarjadzo és hasado élesztOben valamint ndvényekben az Rpnl0
fehérje nem esszencialis, génjének delécidja csak enyhe fenotipust okoz, felvetette egyéb

ubikvitin receptorok 1étezésének lehetdségét.

Egvyéb ubikvitin receptorok

Figyelembe véve, hogy az ubikvitinacionak szamos folyamatban kulcsfontossagl szerepe van,
meglehetésen zavard volt, hogy hossz ideig csak néhany, az ubikvitinnel specifikusan
kolesonhato fehérjét ismertek. Az elmult néhany évben azonban szamos Gjonnan felfedezett
ubikvitin-kot6 fehérjét irtak le (138, 139, 140) és (6. abra), az ubikvitin felismeréséért felel6s
fehérjedoméneket pedig mind strukturalis, mind funkcionalis szinten jellemezték (148, 149,

150, 151).
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(a) Pus1/Rpn10 VWA

(b) S5a

(c) Rhp23/Rad23/hRad23

VWA
(d)  Dphi/Dsk2/hPLIC l
uBL

(e) Ddi1

/ f
(f) Cdc48/VCPUid1-Npl4 t]fdl lem; AAA AAA

W

(9) Cdc48/VCPUbx3/Shp1/pa7 @ AAA AAA

(h)  Bagi-Hsp70-CHIP ! BAG r: Hsp70 >

(i) Sequestrosome1/p62 PB1 m

6. abra: A multiubikvitinalt szubsztratoknak a 26S proteaszomahoz torténé

szallitasaban szerepet jatszo fehérjék sematikus attekintése.
J. Miller és C. Gordon, FEBS Letters 579 (2005) 3224-3230

A tisztitott 26S proteaszoma erds €s specifikus affinitast mutat a multiubikvitin ldncok irant,
am ha alegységeit egyesével vizsgaljuk, csak a mar targyalt S5a/Rpn10/p54 kéti az ubikvitin
lancokat. A kolcsonhatasért egy kis domén, az ubikvitinnel kdlcsonhaté motivum (UIM,
ubiquitin-interacting motif) a felelés. Ezek a felfedezések amellett szoltak, hogy az S5a
alegység a 26S proteaszoma szubsztrat receptora. Ugyanakkor, ha az alegységnek megfeleld
géneket deletaltak akar sarjadzé akar hasado élesztében vagy novényekben, csak enyhe
hidnyossagokat eredményezett a fehérjelebontasban. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy
az S5a/Rpnl0/p54 mellett egyéb faktoroknak is részt kell venniiik a multiubikvitinlancok
felismerésében. Két ilyen faktort is azonositottak nemrégiben élesztében, a Rad23 és Dsk2
nevl fehérjéket, melyek mindegyike erésen koti a multiubikvitin lancokat (149, 150, 151,
152, 153). Ezen fehérjék egyike sem alegysége a 26S proteaszomanak, csak idélegesen
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kapcsolédnak a komplexhez, az ugynevezett ubikvitin-szeri (UBL, ubiquitin-like) doménjiik
révén, mely gy tiinik, egy altalanosan el6forduld proteaszoma koété modul (152, 153, 154,
155, 156).

A Rad23 a legjobban jellemzett minden UBL domént tartalmazé fehérje koziil. Ezt a proteint
eldszor a nukleotid kivagddassal jaré DNS javitasban irtak le faktorként (157). Részletesebb
vizsgalatakor kidertilt, hogy UBL doménje, amely nélkiilozhetetlen a DNS javité funkcidhoz,
helyettesithetd az ubikvitin szekvenciajaval, ugyanakkor nem eredményezi a Rad23
proteaszoma altali lebontasat (158). Felfedezték, hogy a Rad4 multiubikvitindlva kotodik a
Rad23-hoz, amely a proteaszomahoz szallitja lebontasra, igy takaritva el a hiba kijavitasa utan
sziikségtelenné valt komplexet (159).

Az UBL domén és az ubikvitin kozott nagyfoka strukturadlis hasonlésag all fenn, mely
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy az ubikvitinhez hasonléan, a Rad23 UBL
doménje szintén kolcsonhat az emberi S5a fehérje masodik UIM doménjével (155). Ennek
ellenére tobb adat is ellentmond annak, miszerint az S5a alegység lenne a proteaszoma
altalanos UBL-domén receptora. Egyrészt, hogy az emberi Rad23-mal kdlcsonhatd mésodik
UIM domén nem taldlhatd meg a sarjadzd és hasado élesztd SS5a ortologokban, masrészt
nemrégiben kimutattak, hogy mind a Rad23, mind a Dsk2 a reguléator partikulum alapjanak
Rpnl alegységével hat kdlcson élesztében (160).

Az Rpnl0-zel ellentétben a Rad23 és a Dsk2 nem UIM domént tartalmaznak, hanem egy
masik domén, az tgynevezett ubikvitin-utvonallal asszocialt (UBA= ubiquitin-pathway-
associated) domén révén hatnak koleson az ubikvitin lancokkal. Szamos fehérje, melyek UBA
domént tartalmaznak, nagy affinitdst mutatnak a multiubikvitin lancok irant, mig sokkal
gyengébb affinitast a szabad monoubikvitin egységek irant (161).

Mindkeét fehérje azon képessége, hogy egyszerre tudnak kotddni a multiubikvitinalt
szubsztratokhoz és a proteaszomahoz, azt jelzi, hogy egy alternativ Gtvonalat jelenthetnek az
S5a/Rpn10/p54 mellett a szubsztratok proteaszomahoz torténd szallitasaban. Ezt tamasztja ala
az a felfedezés is mely szerint sem a Rad23, sem a Dsk2 dnmagaban nem esszencidlis S.
pombe-ban, de a Rad23, Dsk2, Rpnl0 tripla mutacioé letalis, mig a Rad23, Dsk2 és Rpnl0
gének koziil barmely kettd delécioja életképes, bar az Rpnl0-Rad23 dupla mutansban
felhalmozddnak a multiubikvitinalt szubsztratok. Ezek a megfigyelések is azt tdmasztottak

ala, hogy ez a harom fehérje egyiittesen biztosit egy esszencialis szubsztatfelismerd rendszert
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a proteaszOma szamara (149). Kiilonb6z6 deléciok és fehérje taltermeltetések segitségével
bizonyitottdk az atfedd, multiubikvitin lanc szallito szerepét ezen UBL-UBA ¢és Rpnl0
fehérjéknek (104, 153, 162). Végiil in vitro és in vivo, valodi multiubikvitinalt szubsztratokkal
tortént kisérletek megnyugtatéan tisztaztdk a legtobb homalyos pontot az UBL-UBA ¢és
Rpn10 munkamegosztasara vonatkozolag (163, 164).

A proteaszomalis multiubikvitin-kotd fehérjék és a nem-proteaszémalis UBL-UBA ingazé
fehérjék mellett van néhany egyéb fehérje, melyek a multiubikvitinalt fehérjék felismerésében
¢s a proteaszomahoz torténd szallitadsaban szerepet jatszanak.

Ilyen példaul a Cdc48 vagy p97 vagy emlésdkben vazolint tartalmazé fehérje (VCP= vasolin
containing protein), mely egy erdsen konzervalt hexamer ATP-4z, a szamos sejtbeli
aktivitassal kapcsolatos ATP-az (AAA= ATPases associated with various cellular activities)
csaladbol. Ez a fehérje rendkiviil valtozatos szerepekkel bir, tobbek kozott részt vesz a
mitétikus orsé felbomlasaban, a membran fazidoban, a DNS szintézisben és DNS
hibajavitasban, valamint a 26S proteaszoma altal irdnyitott fehérjelebontasban is. E
valtozatossag oka, hogy a Cdc48/VCP fehérje, szamos kofaktorral képes kapcsolddni, melyek
az aktivitasat szabalyozzak (165).

Az endoplazmatikus retikulumhoz kapcsolodo degradacios utvonalban (ERAD = endoplasmic
reticulum associated degradation) a Cdc48 az Ufdl és Npl4 nevii fehérjékkel kapcsolodik.
Ebben a komplexben a Cdc48 felismeri és megkoti a hibasan feltekeredett fehérjéket és
multiubikvitinacidjukkal parhuzamosan az endoplazmatikus retikulumbol a citoplazmaba
szallitja Oket, ahol a 26S proteaszoma lebontja ezeket a fehérjéket (166). Ha viszont a
Cdc48/VCP az Ubx3/Shp1/p47 kofaktoraval kapcsolodik, tigy tlinik, nem vesz részt az ERAD
utvonalban. Ehelyett a Cdc48/VCP ebben a komplexben szerepet jatszik nem-proteolitikus
folyamatban is, mint a membran fazidban (167), és a proteaszomalis lebontasban is (168,
169).

Az élesztd és az emlds Ubx3/Shpl/p47 fehérjék az N-terminalis UBA-doménjiikon keresztiil
kotik az ubikvitinalt fehérjéket (167, 168, 169), C-terminalisukon pedig ubikvitin szabalyozo
X (UBX = ubiquitin regulatory X) domént tartalmaznak, melyen keresztiil a Cdc48/VCP
fehérjével hatnak kolcson. Ugyanakkor az Ufd-Npl4 komplex nem tartalmaz sem UBX, sem
UBA domént.
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Az még nem tisztazott, hogy ezek a Cdc48-kofaktor komplexek bona fide szubsztat szallito
faktorai-e a proteaszOmanak, vagy esetleg egyéb fehérjék, példaul az UBL-UBA ingazo
fehérjék altal alkotott Gitvonal részei.

A Hsp70 dajkafehérje-csalad és néhany kofaktora szintén egyiittmiikddik az ubikvitin-
proteaszoma utvonallal a sériilt vagy a rosszul feltekeredett fehérjék lebontasaban. A Hsp70
oly médon segiti a fehérjék feltekeredését, hogy hozzékapcsolodik az éppen szintetizalodo
polipeptidhez (170). A Hsp70 Bagl nevii kofaktora egy C-terminalis Bcl2-vel kapcsolodo
atanogén (BAG = Bcl2-associated athanogene) domént tartalmaz, mely kolcsonhat a Hsp70
chaperonok ATPaz doménjével és ezen kapcsolodas révén eldmozditja a szubsztrat levalasat a
dajkafehérjérdl (171). Ez a kofaktor egy UBL domént tartalmaz az N-terminalisan, mellyel a
26S proteaszomahoz kapcsolodik (172). Ezért, ha a Hsp70 a Bagl-gyel kapcsolodik, egy
olyan komplexet alkot, mely a rosszul feltekert fehérjéket a proteaszomahoz tudja szallitani
lebontasra.

A szekvesztoszomal (sequestosome 1)/p62 egy ujonnan felfedezett multiubikvitin szallitd
faktor, mely egyike volt az els6 UBA-domént tartalmazo6 fehérjéknek, melyeket kisérletesen
jellemeztek (173). A fehérje els6ésorban az Alzheimer-kor patogenezisével hozhatd
Osszefiiggésbe (174), az UBA doménjében bekdvetkezd mutaciok pedig Paget-féle
csontbetegséget okozhatnak (175). A szekvesztoszomal/p62 UBA doménje els6sorban a 63-
mas lizinen keresztiil kapcsolodd ubikvitin lancokkal hat kolcson specifikusan (174). A
szekvesztoszomal/p62 kozvetleniil a proteaszoma S5a/Rpnl0/p54-es alegységével hat
kolcson, és delécios kisérletek azt sugalljak, hogy a C-terminalisan elhelyezkedd, az
ubikvitinhez szerkezetileg hasonlé PB1 doménje felelds ezért a kdlcsonhatasért (176). A
szekvesztoszomal/p62 hidnya gatolja a proteaszoma altal torténd lebontasi folyamatokat
(174). Ez a felfedezés azt jelzi, hogy a szekvesztoszomal/p62 egy multiubikvitin koté fehérje,
mely a tobbi ingdz6é fehérjéhez hasonldan részt vesz a szubsztratok proteaszomahoz torténd
szallitdsaban, és hogy a 63-mas lizinen keresztiil kapcsolodo lancok, melyeknek korabban
csak szabalyozo szerepet tulajdonitottak a sejtben, szignalként szolgalhatnak a proteaszoma

altal iranyitott fehérjelebontasban.
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Zn%*- koto fehérjék és a Zn?* szerepe a sejtben

A cink az élethez nélkiilozhetetlen nyomelemek kozé tartozik (209, 210). Eukariota sejtekben
a teljes intracellularis Zn?" koncentracioé koriilbeliil 200 uM (191), ugyanakkor a sejten beliili
szabad Zn?* koncentracié csak nanomolaris nagysagrendii. A cink tébb mint 300 enzim
aktivitasahoz sziikséges, mely cink-fliggd, ugynevezett metalloenzimek, 6 f& csoportba
sorolhatok funkcidjuk alapjan. A cink a fehérjékben kofaktorként kozvetleniil részt vehet a
kémiai katalizisben vagy kulcsfontossagi szerkezeti alkotoelemként nélkiilozhetetlen a
fehérje szerkezetének és stabilitasanak fenntartasahoz (211-13). A fehérjékben megtalalhatod
cink-kot6 helyeket leggyakrabban cisztein aminosavak kén-, hisztidin aminosavak nitrogén-,
aszparaginsav ¢és glutaminsav oxigénatomjai vagy ezek kombinacioi alakitjak ki. Minden
katalitikus hely esetében a Zn?**-ion Lewis savként funkcional. A cink-fiiggé katalitikus
helyek esetében (oxidoreduktazok, transzferazok, hidrolazok és lidzok), a Zn?*-ion az enzim
aktiv helyén talalhatd, ahol kdlcsonhatasba 1ép a szubsztrat-molekulaval (214, 215). A cink-
fliggd kokatalitikus helyek (pl. alkalikus foszfatdz, foszfolipaz C, P1 nukledz és leucin
aminopeptidaz) esetében, két vagy tobb cink atom helyezkedik el egymas kozvetlen
kozelében, melyek egymassal egylittmiikodve felerdsitik a katalizist (214, 215). A strukturalis
cink-koté helyek esetén pedig, a fémiont négy aminosavoldallainc koordinalja, altalaban
tetrahedralis geometria szerint, igy az oldat, mint ligand kizarodik a bels6 térbol (213, 216).

A cink alapveto alkotoeleme a cink tartalmi DNS-ko6té fehérjéknek. Ezen kiviil a cink
potencidlisan szabalyozni képes a sejt altal torténd szignalfelismerést, a masodlagos hirvivd
molekulak metabolizmusat, és a protein kinazok és fehérje foszfatizok mikodését (217). Igy
nem meglepd, hogy a cink homeosztazisban bekovetkezd zavarok, szamos sulyos
karosodashoz vezethetnek. A cink hidnya tobbek kozott gatolja a ndvekedést, az
immnunrendszer aktivitasat, és kiilonbozé agyi funkciokat (211, 218). Masrészrél, a
felesleges cink is toxikus lehet a sejt szamara (219). A toxicitds mechanizmusa még nem
teljesen tisztdzott, de valdsziniileg a Zn?*- ionoknak a metalloenzimekhez torténd
hozzakotddése okozhatja. Ezért kifinomult szabalyozé rendszernek kell miikodnie a cink
homeosztazis fenntartasahoz. Ebben a folyamatban kulcsfontossagi szerepet jatszanak
kiilonb6z6 membranfehérjék, cink transzporterek. Egy nemrégiben k6zo6lt megfigyelés szerint

HeLa sejtekben a Zn?** ionofér pirrolidin-ditiokarbaméat cink ionokkal térténé egyiittes
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alkalmazasa gatolja szadmos kulcsfontossagu proteaszomalis szubsztrat, mint példaul a p53
vagy a p2l proteaszoma fliggd lebontasat (195). Noha a cink tarnszporterekr6l szamos
informacio all rendelkezésiinkre, még mindig elég tavol vagyunk a cink metabolizmust
szabalyoz6 molekularis mechanizmusok megértésétol.

A Zn?" a proteaszoma sokkal altalanosabb és sokrétiibb effektoranak tiinik, mint azt korabban
gondoltak. Mint mar korabban emlitettem, az Rpnl1/p37B alegység egy metallo-izopeptidaz
(JAMM) motivumot tartalmaz, amely egy Zn?*-et képes koordinalni (110). Ez az alegység
Zn**-fiiggd moédon katalizalja az ubikvitin lehasadasat a szubsztritokrol, mieldtt azok a
katalitikus komplexbe taplalodnak, mely két folyamat szorosan kapcsolt egymassal (111,
112). igy a cinknek nélkiilozhetetlen szerepe van a multiubikvitinalt szubsztratfehérjék

ubikvitin egységeinek lehasitasaban és egyben a teljes proteolitikus lebontasi ciklusban.

26



Célkituzések

Az a felfedezés, hogy a Zn?* eltavolitasa az Rpn11/p37B izopeptidaz doménjérél nemcesak az
Rpn11/p37B deubikvitinalo aktivitasat rontja el, hanem az egész proteaszomalis degradacids
ciklust felfiiggeszti, azt sugallta, hogy a szubsztratfehérjék Zn?* eltavolitds hatasara
bekovetkezd stabilizalodasanak oka, hogy a 26S proteaszoma bizonyos funkcidja(i) az RP
alegységek Zn?" koordinalta kolcsonhatasai révén valosul(nak) meg.

A kérdés tisztdzasara komplex strukturalis és funkciondlis vizsgdlatokat terveztiink annak a
megallapitasara, hogy a RP alegységei kozott milkddnek-e Zn?*- fiiggd kolcsonhatasok, és
ezen kolcsonhatasoknak milyen szerepe van a proteaszoma muikodésében. Ehhez egyrészt
vizsgalni kivantuk in vitro a feleslegben adott Zn?*, illetve a Zn?* elvonasanak a Drosophila
26S proteaszOmadra gyakorolt hatasat.

Masrészt, célul tiztik ki a p54 fehérje ciklikus valtozasanak in vivo tanulményozasat,
melynek érdekében a teljes hosszisagh p54 fehérjét, illetve kiilonbozo darabjait termeld

transzgénikus Drosophila melanogaster torzsek 1étrehozasat és vizsgalatat terveztiik.
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Anyagok és modszerek

1., Biokémiai modszerek

Proteaszoma tisztitas

A 268 proteaszomat Drosophila embriokbol egy mar korabban leirt modszer alapjan (182)
tisztitottuk homogenitasig. A részlegesen tisztitott 26S proteaszoma frakciokat pedig ugy
készitettiik, hogy a proteaszomat csak a DEAE-fractogel kromatografias 1épésig tisztitottuk,
majd dializaltuk 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 100 mM NaCl, 5 mM MgClz, 1 mM ATP, 1 mM
DTT és 5% (v/v) glicerin ellen és — 80 °C — on taroltuk. A Zn?* hozziadasa elétt a DTT-t
eltavolitottuk HiTrap Desalting oszlopon (Amersham Biosciences) és ekvilibraltuk 20 mM

Tris-HCI (pH 7,6), 100 mM NaCl, 5 mM MgClz, 1 mM ATP és 5% (v/v) glicerinnel.

Keresztkotés

A homogenitasig vagy részlegesen tisztitott 26S proteaszéma frakciokat inkubaltuk 100 pM
diszukcinimidil-szuberat (DSS, Pierce) jelenlétében 25 °C — on, 15 percig. A keresztkotési
reakciot 20 mM glicin hozzaadaséaval éllitottuk le. A keresztkGtési mintazatot immunoblot
technikaval vizsgaltuk, proteaszoma alegység specifikus monoklondlis ellenanyagok

segitségével.

Proteaszoma alegység specifikus monoklonalis ellenanyagok jellemzése

A 26S proteaszoma alegységeit specifikusan felismer6 monoklonalis ellenanyagok

ismertetése és jellemzése az (182) hivatkozasban olvashato. A dolgozatban bemutatott
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kisérketekhez felhasznalt ellenanyagok neve ¢és specificitasa az [. tablazatban kertilt

Osszefoglalasra.

Gél elektroforézis és immunoblot technika

A denaturald SDS-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) az altalanosan elterjedt
technikak alapjan végeztiik. A nativ poliakrilamid gélelektroforézist Glickman és munkatarsai
altal leirt modszer szerint hajtottuk végre (183). A gélben és a futtatopufferben bizonyos
esetben jelen volt ATP mig mas esetekben nem. A nativ poliakrilamid géleken elvalasztott
26S proteaszomak katalitikus aktivitasat fluorigén gél feliilrétegezési technikaval (fluorigenic
gel overlay assay) vizsgaltuk, mely technika szintén a 183-mas hivatkozasban olvashato
részletesebben. Mas esetekben a nativ poliakrilamid gélen elvalasztott proteaszomakat
immunoblot technikaval vizsgéltuk tovabb. Ehhez el6szor a gélben disszocidltattuk a
proteaszoma alegységeket azaltal, hogy a gélt beaztattuk 5 percre szobahdmérsékleten (22 °C-
on) Western-blotting pufferbe (20mM Tris bazis, 150 mM glicin és 20%, v/v, metanol; a
metanol hozzaadasa elétt az oldat pH-jat 8,0-ra allitottuk be), melyet 1% SDS-sel
egészitettlink ki.

A denaturdld SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valamint a nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel elvélasztott fehérjéket ezutan polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra
vittiik at, majd a megfeleld fehérjére specifikus monoklonalis vagy poliklonalis ellenanyaggal
reagaltattuk. Az el6hivas felerdsitett kemilumineszencids technikdval tortént, torma
perixidazzal (horseradish peroxidase, HRP) kapcsolt masodlagos ellenanyag és Supersignal-

HRP (Pierce) kemilumineszcencids szubsztrat segitségével.

Zn*" affinitds kromatografia

A Zn?" affinitas kromatografiat Fractogel® EMD Chelate (S) oszlopon (Merck) végeztiik a

gyarto utasitdsai szerint.
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A p54-gvel kolcsonhato fehérjék tisztitasa és azonositasa

Immunprecipitacio:

Az immunprecipitaciot két kiillonb6zé monoklonalis ellenanyag (mAb) keverékével (mAb 170
¢s mAb 28) végeztiik el, melyek a p54 alegység két kiilonbozd epitopjat ismerik fel. A
monoklonalis ellenanyagokat Protein G- agar6zhoz (Sigma) kapcsoltuk és a gyongyoket PBS-
sel tobbszor mostuk, hogy a nem kotodott IgG-t eltavolitsuk. Az ellenanyaggal toltott
gyongyoket ezutan inkubaltuk a keresztkotott fehérjefrakciokkal 4 °C — on kevertetve azokat a
gyongyokkel egész éjszakan keresztiil. Ezutan 6tszor mostuk a gyongyoket PBS-sel majd
haromszor 0,05% Tween 20- szal kiegészitett PBS-sel annak érdekében, hogy a nem kotédott
fehérjéket eltavolitsuk. Az ellenanyaggal t6ltott gyongyokhoz kapcesolodott fehérjéket SDS-
mintapufferrel eludltuk és SDS-PAGE- sel valasztottuk el.

Fehérje azonositas MALDI-TOF MS mddszerrel:

A kolloidalis Coomassie Brilliant Blue nevil festékkel megfestett fehérjecsikokat kivagtuk és
mostuk 50%-os (v/v) acetonitril és viz keverékében oldott 25mM NHsHCO:3- tal. A diszulfid-
hidakat DTT-vel redukaltuk (30 perc, 65°C) és jodoacetamiddal alkilaltuk (30 perc,
szobahOmérséklet, sotétben). A fehérjék emésztése a gélben tortént, oldallanc-védett sertés
tripszinnel (Promega) koriilbeliill 5 oran keresztiil. A gélbdl kivont triptikus emésztési
termékek C18 ZipTip (Millipore) oszlopon keriiltek elvéalasztasra. A tomegspektrometriai
analizis pozitiv-ion, reflektron modban, Reflex III MALDI-TOF (matrix-assisted laser-
desorption ionisation-time-of-flight) tomegspektrométeren (Bruker) tortént. Az alkalmazott
matrix 2,5-dihidroxibenzoesav volt. A detektalt tomegek az NCBI adatbazisban torténd
keresésnek lettek aldvetve az interneten elérhetd programcsomagok pl. a Protein Prospector-

ban taldlhaté6 MS-Fit program segitségével (http://prospector.ucsf.edu).

A Drosophila Hsp82 hésokkfehérje cCDNS-ének klonozasa

A Hsp82 cDNS-¢ét hdsokk-kezelt (37 °C, 20 perc) Drosophila embriokbdl tisztitott 6ssz-RNS

preparatumbol RT-PCR -rel (reverz transzkripcioval kapcsolt polimeraz lancreakcid)
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felsokszoroztuk és a pFLAG-MAC (Sigma) expresszios vektorba illesztettiik. A reverz atiras
soran a ¢cDNS els6 szalanak szintéziséhez a ’RevertAid first-strand cDNA kit’-et (Fermentas)
alkalmaztuk. A PCR reakcidhoz az 5'-ACGAAGCTTATGCCAGAAGAAGCAGAGAC
elére mutaté és az 5-GTCGAATTCTTAATCGACCTCCTCCATGT visszafel¢ iranyba
mutatd primereket hasznaltuk. A PCR terméket a HindIII és EcoRI restrikcidos enzimekkel
emésztettiik meg, és a pFLAG-MAC vektor megfeleld restrikcios enzim felismeréhelyeire
illesztettiik be. A beillesztett Hsp82 cDNS szekvencidjat DNS szekvenaldssal ellendriztiik. A
Hsp82 fehérjét kifejeztettiik és ANTI-FLAG® M2 affinitas matrixon (Sigma®) tisztitottuk a

gyarto utasitasainak megfelelden.

Eleszté két-hibrid vizsgalat

A teljes hosszusagu Drosophila p54 cDNS-t, annak 5°¢ felét (az 1-616 bazisparig tart6 szakasz
a belsd EcoRI helyig) vagy 3¢ felét (616-1190 bp) beillesztettik a pPBTM116 DNS-kotd
domént tartalmazo vektorba, annak LexA DNS-kotd szekvencidjaval folyamatos leolvasasi
keretbe. A pBTM116 plazmid hordozza a trpl markergént. A leolvasasi keret helyességét
DNS szekvencia vizsgalattal bizonyitottuk. A plazmidokat Saccharomyces cerevisiae L40-es
torzsbe (trpl, leu2, his3, LYS2::lexAoplacZ) transzformaltuk, a transzformansok szelekcioja
leucinnal és hisztidinnel kiegészitett minimal taptalajon tortént. A  kivalasztott
transzformansok esetében LacZ teszttel megvizsgaltuk, hogy mutatnak-e dnaktivaciot. Mivel
a teljes hosszusagu p54 és annak 3¢ fele onaktivacidt mutatott, a p54 cDNS 5° felét hordozo
pBTM116-0s vektort hasznaltuk a két-hibrid vizsgalathoz. E plazmidot juttattuk be az
¢lesztdbe egy Drosophila melanogaster embrionalis Matchmaker ¢cDNS aktivacios domén
konyvtarral (ClonTech Laboratories) egyiitt transzformalva a gyartd utasitisai szerint. A
cDNS konyvtar a pACT2 vektorba volt beépitve, mely hordozza a leu2 markergént. A
kolcsonhato fehérjéket kodold plazmidokat hordozd transzforméansokat hisztidint nem
tartalmaz6 minimal taptalajon szelektaltuk, majd a LexA DNS-kotd doménhez kapcesolt pS4
fehérje 5° fele, és a Gal4 aktivaciés doménhez fuzionalt masik fehérje kozotti kdlcsonhatas
valodisagat LacZ teszttel is megvizsgaltuk. DNS szekvenalassal és adatbazis kereséssel

azonositottuk a kivalasztott Gal4 aktivacios doménhez kapcsolt cDNS-t.
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In vitro kotési (pull-down) kisérletek

Az Smt3 SUMO- (small ubiquitin-related modifier-1, 1-es kis ubikvitinhez hasonlé mddositd)
aktivalo enzim és a DmUbc9 SUMO konjugalé enzim cDNS-ét a pPFLAG-MAC vektorba, a
teljes hosszisaghh p54 cDNS-ét pedig pET28 vektorba klonoztuk. A konstrukcidkban a
leolvasasi keret helyességét DNS szekvenaltatassal ellendriztiik, majd a vektorok altal kodolt
fehérjéket Escherichia coli-ban termeltettiik. ANTI-FLAG® M2 affinitas oszlopokat (Sigma®)
megtoltottink FLAG-Smt3 SUMO-aktivaldo enzimmel, FLAG-DmUbc9 SUMO-konjugalo
enzimmel vagy FLAG-Hsp82 fehérjével, a nem kotddott fehérjéket pedig mosassal
eltavolitottuk. Az oszlopokra felvittiink 1 ml olyan E. coli teljes extraktumot, melyben a teljes
hosszlisagu p54-et expresszaltattuk. Ezutdn az oszlopokat erdteljes mosasnak vetettiik ala,
majd az oszlophoz ko6tédo fehérjéket FLAG peptiddel elualtuk. A p54 kotodését immunoblot
technikaval vizsgaltuk a 170-es monoklonalis ellenanyag segitségével. A kontroll
kisérletekben olyan ANTI-FLAG® M2 affinitds oszlopokat hasznaltunk, melyeket eldzdleg
nem toltottiink meg FLAG cimkével ellatott fehérjével, ezekre vittiik fel a p54-et tartalmazo
E. coli extraktumokat és a p54 nem specifikus kotddését a fentiekhez hasonld technikéaval

vizsgaltuk.

Strep-Tactin affinitds kromatografia

A Strep-Tactin affinitds kromatografiat Strep-Tactin® Spin Column-on (IBA) és Strep-
Tactin® MacroPrep® (IBA) tdltettel megtdltdtt oszlopon végeztiik a gyartd utasitasai alapjan,
de az eredeti protokollt mddositva. Roviden, a vizsgdlni kivant legyeket, babokat vagy
kifejlett ecetmuslicakat mikroPotter homogenizatorral vagy Dounce homogenizatorral Wa
pufferben (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM NaCl; 1 mM ATP; 1mM DTT; 1mM PMSF)
feltartuk. A feltart mintakat 4 °C-on, 12 500 rpm-en, 10 percig centrifugaltuk. A lebegd
lipoprotein szennyezés eltavolitdsa céljabol a feliiluszokat enyhe centrifugalds mellett steril
iiveggyapoton megszirtiik. Az oszlopot Wa pufferrel ekvilibraltuk, majd a felvitt mintat

tobbszor cirkulaltattuk. Ezutan az oszlopot Wa pufferrel majd Wn pufferrel (100 mM Tris-
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HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM ATP; 1mM DTT; 1mM PMSF) mostuk, majd az
oszlophoz kot6dott fehérjéket a Spin Column esetében D-biotin oldattal (100mM Tris-HCI pH
8,0; 150mM NaCl; 2mM D-biotin; 1mM PMSF), a Strep-Tactin® MacroPrep® kromatografia
esetében desztiobiotin oldattal (100mM Tris-HCI pH 8,0; 150mM NaCl; 2,5 mM
desztiobiotin; ImM PMSF) elualtuk. Bizonyos esetekben még egy mosasi 1épést beiktattunk
az elucio elé. Ezek az 1M NaCl; 0,1% triton; 0,5 M guanidium-HCI; 4 M NaCl vagy 2 % N-

lauril-szarkozil oldattal torténd mosasok voltak.

Kitin affinitas kromatografia

A CBD (kitin-kot6 domén) - C-terminalis p54 fehérjét E. coli-ban termeltetettiik. 72 pl, a
rekombinans fehérjét tartalmazod teljes bakteridlis extraktumot kiegészitettiink 500ul, ATP-t
nem tartalmazo proteaszoma pufferrel (20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl2 és 5% (v/v) glicerin), majd a mintat 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten (25 °C)
inkubéltuk 600 pl kitin gyonggyel. A gyongyoket ezutan haromszor 1 ml proteaszoma
pufferrel mostuk, hogy a nem kotédott bakterialis fehérjéket eltavolitsuk. Majd a CBD-C-
termindlis p54 fehérjével toltott gyongyoket 2 oran keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten
1 ml Drosophila embriokbol késziilt extraktummal, melyet el6zbéleg 20ul 1 M Tris-HCI (pH
8,0) és 10ul 100 mM ATP keverékével egészitettiink ki. Az inkubacids id6 letelte utan a
gyongyoket erdteljesen mostuk haromszor 5 percen keresztiill 1 ml proteaszoma pufferrel,
majd az oszlophoz kotédott fehérjéket 1% SDS tartalma proteaszoma pufferrel elualtuk. Az
elualt frakciokat immunoblot technikaval vizsgaltuk tovabb a p54 fehérjére specifikus mAb
170 segitségével, valamint kétdimenzios gélelektroforézisnek vetettik ala. A kontroll
kisérletekben olyan kitin affinitds oszlopokat hasznaltunk, melyeket el6zdleg nem t6ltSttiink
meg CBD-cimkével ellatott fehérjével, ezekre vittiikk fel a Drosophila emriokbol késziilt

extraktumokat és az eludlt frakciokat a fentiekhez hasonl6 technikéaval vizsgaltuk.
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Kétdimenzios gélelektroforézis

A Strep-Tactin® MacroPrep® affinitds kromatografia vagy a kitin affinitids kromatografia
csticsfrakcidit dsszemértiik és tovabb tisztitottuk *ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit’ (Bio-Rad)
segitségével. A kicsapott fehérjéket feloldottuk a megfeleld pH-ji amfolitokat tartalmazo,
er6sen kaotropikus 2-D rehidracios pufferben (7M urea; 2M tiourea; 4% (w/v) CHAPS;
50mM DTT; 2% (w/v) IPG puffer pH 3-10 vagy pH 3,5-5,0; 0,002% (w/v) bromfenolkék)
(Bio-Rad). A mintdkat Immobiline™ DryStrip gélekre (pH 3-10 vagy pH 3-5,6NL/nem
linearis, 13 vagy 18 cm) (Amersham Biosciences) vittiik rehidracios modszerrel. A
Multiphor™ 11 lapos agyu elektroforetikus egységet (Pharmacia Biotech) hasznaltuk az elsé
dimenzids izoelektromos fokuszalashoz (teljes id6t tekintve 17 kVh futas) és egy 10%-0s
vertikalis SDS-poliakrilamid gélt a masodik dimenzidhoz. A kétdimenzidés géleken
elvalasztott fehérjéket ezutdn immunoblot technikaval, valamint eziistfestéssel ¢s MALDI-

TOF tomegspektrometriaval vizsgéltuk tovabb.

A transzgénikus Drosophila torzsek létrehozasahoz embriokba injektalt

konstrukciok létrehozasa

A teljes hosszusagi Drosophila p54 cDNS-ének és annak 5° felének (az 1-616 bazisparig
tartd szakasz a bels6 EcoRI helyig) vagy 3° felének (616-1190 bp) N-terminalisan Strep-
cimkével ellatott valtozatait, a p54 cDNS-e 5° felének N-terminalisan Strep-, C-terminalisan
FLAG-cimkével ellatott valtozatat, ezenkiviil a p54 cDNS 5° és 3° felének cimke nélkiili
valtozatat, valamint a teljes hosszusagii p54 CDNS-ének pontmuticiot (D11R) hordozo
valtozatanak N-terminalisan Strep-taggel rendelkez6 formajat, pP{UAST} vektorba
illesztettiik, és ezeket a konstrukciokat hasznaltuk fel a transzgénikus Drosophila torzsek

létrehozasahoz.
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2., Genetikai modszerek

Az Osszes keresztezést és az ecetmuslica torzsek fenntartasat 25 °C-on, standard Drosophila
taptalajon végeztik. A hdsokk altal indukéalhato Gal4 forrast hordozo torzsek esetében a

hdsokkot 30 °C —on végeztiik, amennyiben nincs masképp feltiintetve 3 napon keresztiil.

A transzgénikus Drosophila responder torzsek létrehozasa

A p54 kiilonbdzd szarmazékait kodold pP{UAST} vektorok injektalasa w''!® genotipusti
torzsbe tortént a fent leirt plazmidok valamelyikével és egy transzpozaz forras elemet hordozé
helper plazmiddal egyfitt.

Az injektalt embriok genotipusa: W&/w8 vagy w8y, +/+; +/+

Az inszercid helyének lokalizaciojadhoz felhasznalt kettds balanszer torzs genotipusa:

witwilis: 1f/CyO; MKRS/TM6bTbHu volt.

Jelolések:

{P}: valamely p54 konstrukciot tartalmazé P-elem inszerciot hordozé kromoszoma
+: vad tipus; mutaciot nem hordoz6 kromoszéma

Recessziv markerek:

w: white - fehér szemszin

A balanszer kromoszémaék azonositasara szolgalé6 domindns markerek:

CyO: CurlyQyster — felfelé pondorodé szarny

Hu: Humeral — a vad tipushoz képest tobb vallszor

If: Irregular faceted — szabdélytalan alakt szem

MKRS: dominans marker, rovid torszérok

Tb: Tubby —kis, tomzsi test
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TM6b: Tb és Hu dominans markereket hordoz6 balanszer kromoszoéma

A keresztezések menete:

1, A kikel6 injektalt allatokat white torzshoz kereszteztiik annak érdekében, hogy az utddok
kozott azonosithassuk a piros szemi transzformansokat. Ezek genotipusa a P-elem inszercid

helyétdl fiiggden a kovetkezd lehet:

J

Po WY {PY+; +/+ &
WY +/+; {PY+ & . x w8 Wl g O
WHBPYY s +/+ +/+ &
WHBIPYWIME /1 4/ O
W1118/W1118,' {P}/+ ; +/+ 9 L X W1118/Y ; +/+ ; +/+ 6\

Wi, 1/ pry O

N

N

2, A piros szemi transzformansokat egyenként kett0s balanszer kromoszémakat tartalmazo
torzshoz kereszteztiik annak érdekében, hogy megéllapithassuk, melyik kromoszémara tortént

a P-elem beépiilése.

Fi WY {(PY+; ++ &
WY +/+; {PY+ & - X will® W8 17Cy0 ; MKRS/TM6b @
W1118{P}/W1118; +H+ o+ 3
W1118{P}/W1118; +/+ ; +/+ 9
witB w8 ypr/4 - /4 O > X w18y - If/CyO ; MKRS/TM6b 3

WIS, /4 P/t O )

N\

J

3, Az egyik 2. és 3. kromoszomajan is jol kovetheté dominans markerrel jeldlt balanszer
kromoszoémakat hordoz6, piros szemii him a4llatokat tUjra kettds balanszer torzshoz

kereszteztik.
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X kromoszomara tortént beépiilés esetén:

Fo  wHB{PYY ; +/CyO ; +/TM6b & \

A II kromoszdmara torténd beépiilés estén:

F. w8y : {P}/CyO ; +/TM6b & > x w8 - 15CyO ; MKRS/TM6b  Q

A IIT kromoszomara torténd beépiilés esetén:

Fo w8y ; +/CyO ; {P}TM6b o Y

A piros szemszinnek a dominans markerekt6l torténd szegregacioja alapjan lokalizaltuk a P-

elem inszerciokat.

4, A kromoszomalis térképezést kovetden, a megfeleld balanszer kromoszomakat hordozo
transzgénikus vonalakbol torzseket hoztunk létre. A torzsalapitas soran csak a homozigota

¢letképes inszerciokat tartottuk meg.

X kromoszomara torténd beépiilés esetén:
Fs  wHBPYWE ; [f/CyO; MKRS/TM6b Q@ x  w'8{PY/Y ; If/CyO; MKRS/TM6b &

!
wPYWHIBLPY vagy wiB{P}/Y; IfICyO; MKRS/TM6b  —> torzsalapitds

Masodik kromoszomadra torténd beépiilés estén:
Fs  wHwW8. vpr/CyO; MKRS/TM6b Q@ x  wi/y : fP}/CyO ; MKRS/TM6b &

l
wit8/wit18 vagy witBw/Y; {P}/CyO; MKRS/TM6b > torzsalapitas

Harmadik kromoszomara torténd beépiilés estén:
Fs  wiwHie: 1t/Cyo; (Py/TM6b Q@ x  w8Y ; If/ICyO; {P)/TM6b &

I
w8 w8 vagy w8y, If/ICyO; {P}TM6b  —> torzsalapitas
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A transzgén indukcidja

A fent leirt mdédon eldallitott transzgénikus légytérzsekbe bevitt transzgén, a responder
indukcioja kiillonbozo, a Gald fehérjét szovet- és/vagy fejlodésspecifikus modon expresszald

driver torzsekhez torténd kersztezés révén valosult meg.

A felhasznalt driver torzsek:

daughterless-Gal4: 111 kromoszomas

actin 5C-Gal4: II kromoszomas altalanosan kifejez6do driverek

t76-Gal4 (tubulin)/CyO: II kromoszémas

eyeless-Gal4; UAS-GFP: II komoszomas

sevenless-Gal4: 11 és Il kromoszomas valtozat is van a szemben kifejez0do driverek
GMR-Gal4: II kromoszdmas

engrailed-Gal4; UAS-GFP: II kromoszomas, a szarnydiszkusz abdominalis felén fejezddik ki
C155-Gal4: X kromoszomas, idegrendszerben kifejez6dd driver

byn-Gal4/TM3: 111 kromoszomas, utobélben kifejezddd driver

Hoésokkolhato transzgénikus torzsek 1étrehozasa

A hoésokkolhatd transzgénikus torzsek létrehozasa haromféle modon tortént, de helyhiany

miatt csak a leginkabb célravezetd modszert ismertetem.

A keresztezésekhez felhaszndlt Gal4 represszort termeld torzs genotipusa: w; tub-Gal80""
(R/R); TM2/TM6Db volt.

A héindukalhatd daughterless-Gal4 drivert hordozé torzs genotipusa: w; R/R; da-Gal4/da-
Gal4 volt.
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Jelolések:

R= tub-Gal80"™: a Gal 80 represszorfehérjét kodold P elemet hordozé kromoszoma
P: a transzgéniinket kddolo P-elemet hordoz6 kromoszéma

TM2: dominans markert hordoz6 harmadik kromoszomalis balanszer

da-Gal4: daughterless-Gal4-et kodolo P elemet hordozo kromoszoma

Keresztezések menete:

w/w vagy w/Y; If/CyO, P/P X w/w vagy w/Y; R/R; TM2/TM6

!
w/w vagy w/Y; RICyO,; P/TM6 x  wlw vagy w/Y; R/R; da-Gal4/da-Gal4

!
w/w; R/R; P/da-Gal4 @ x w/Y; R/IR; TM2/TM6 &

egyenként minden rekombinans himet:

w/Y; RIR; P+da-Gal4/TM6 & x  w/w; RIR; TM2/TM6 @

I
wiw vagy wiY; RIR; P+da-Gal4/TM6 ~ — *  tdrzsalapitas

A hésokk valtozo idétartamon keresztiil (1-6-nap), de minden esetben 30 °C-on tortént.
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Eredmények

A feleslegben adott Zn?* a 26S proteaszoma szétszerelodését és az ubikvitin

receptor (p54 alegység) disszociaciéjat eredményezi

A felfedezés (111), miszerint a Zn?* eltavolitasa az éleszté proteaszoma Rpnll nevii fedd
alegységének Zn?'— izopeptiddz doménjérél nemcsak az Rpnll deubikvitinald aktivitasat
rontja el, hanem az egész proteaszomalis degradacios ciklust felfiiggeszti, azt sugallta, hogy a
26S proteaszoma bizonyos funkcidja (funkcioi) esetleg Zn**—koordinalta RP alegység
kolecsonhatasok révén valdsul(nak) meg. Ezen kolesonhatasok vizsgalatara az a technika tiint a
legmegfelelébbnek, hogy a Zn?*-ionokat specifikus fém-kelat képzd szerekkel eltavolitsuk az
oket koordinalo fehérje oldallancokrol. A feltételezett Zn?'-fiiggé RP alegység
kolcsonhatasokat  bifunkcionalis keresztkotOszerekkel —torténd kémiai  keresztkotéssel
szandékoztunk nyomon kovetni, mivel errél a technikardl mar kordbban bebizonyosodott,
hogy nagyon érzékeny modszer, mely jol hasznalhaté a 26S proteaszoma ATP-fiiggd
Osszeéplilési és szétvalasi ciklusa soran bekovetkezd RP alegység-kdlcsonhatasok vizsgélatara
(182).

A 26S proteaszoma teljesen vagy részlegesen tisztitott DEAE-fractogel frakcidit inkubaltuk
novekvd koncentracioban 1,10-fenantrolinnal, majd keresztkotottiik —diszukcinimidil-
szuberattal. A fehérjéket elvalasztottuk SDS-poliakrilamid gélen, és a kiilonb6zé RP
alegységek keresztkotési mintazatdit immunoblot technikaval vizsgaltuk, alegységspecifikus
monoklonalis ellenanyagok (mAb) segitségével. Az 1,10-fenantrolinnal t6rténd inkubacio 0-2
mM koncentracid tartomanyban nem okozott észrevehetd valtozast a RP alegységek
keresztkotési mintazatdban, ami azt jelenti, hogy a kritikus Zn?* vagy nagyon erdsen kotddik a
RP alegységekhez, vagy eltavolitasa nem befolyasol alegység kdlcsonhatasokat.

Ugyanakkor létezik egy masik modszer, mellyel a feltételezett Zn?*- fiiggd alegység
kolcsonhatasokat befolydsolni lehet. A feleslegben adott Zn?* erésen gatolja szamos Zn%*-
fliggd protedz katalitikus aktivitasat azaltal, hogy masodlagos Zn?*-koté helyekhez kotédik, és
kolcsonhatdsba 1ép a Katalitikus Zn?*-ionnal (184-186). A RP szorosan egymashoz
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kapcsolodo alegységekbdl allo szerkezete valdsziniisiti, hogy ilyen jellegli kdlcsonhatasok
kialakulhatnak kiilonb6z6 alegységei kozott. Ahhoz, hogy ezt a fajta megkozelitést
kihasznalhassuk, eldszor is be kellett bizonyitanunk, hogy a p37B alegységen kiviil vannak
mas RP alegységek is, melyek Zn?*- kotd helyet tartalmaznak. Ennek meghatdrozésara,
tisztitott 26S proteaszoma frakcioé alegységeit szétvalasztottuk egymastol 6 M guanidin-
hidroklorid segitségével, és egy Zn?'- kel toltott fém-kelat affinitas oszlopra vittiikk, melyet
el6zéleg PBS-ben oldott 6 M guanidin-hidrokloriddal ekvilibraltunk. A nem kotédott
fehérjéket 6 M guanidin-hidrokloriddal torténé mosassal tavolitottuk el az oszloprol. Ezutan
az oszlopot folyamatosan csokkend guanidin-hidroklorid gradienssel (6-0 M, PBS-ben)
mostuk, hogy lehetdvé tegyiik a Zn?*- kotott proteaszomalis alegységek oszlopon torténd
CP alegység kotodott a fém-kelat oszlophoz, melyek mindegyike 0,2 M imidazol
koncentracio koriil elualodott, ami erds Zn?*- kotd hely jelenlétére utal ezen proteaszomélis
alegységek esetében (8. abra).

A Zn?**- oszlophoz kotddd RP alegységek koziil a p110-et, a p97-et, a p58-at és a p54-et
molekulatomegeik alapjan azonositottuk, mivel ezekben a savokban csak egy polipeptid van
jelen (182). Az alegységspecifikus ellenanyagokkal (182) végzett immunoblottokkal
kimutattuk, hogy a 48, 42 ¢és 39 kDa-os savok esetében, melyek szdmos kiilonb6z0 alegységet
tartalmaznak, a p48A, p48B, p42A, p42C és a p39A alegység kotodott a Zn?*- oszlophoz. A

proteaszoma alegységek a Zn?*-mentes fém-kelat fractogel oszlophoz nem kétddtek.
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8. abra: Zn?*-koté proteaszoma alegységek.
1-es zseb: A tisztitott Drosophila 26S proteaszoma eziist festett, egy dimenzios SDS-PAGE mintazata
2-es zseb: A Zn%*-kel toltott fém-kelat képzo fractogel oszloprél 0,2 M imidazollal elualt proteaszémalis

alegységek

Annak céljabol, hogy teszteljiik az exogén Zn?*- nek a RP alegység-kapcsolataira gyakorolt
hatasat, egy tisztitott 26S proteaszoma preparatumbol eltavolitottuk a DTT-t, - mivel a DTT
Zn?* hozzaadasara kicsapodik az oldatbol - majd 25 °C-on, 20 percig inkubdltuk novekvé
koncentracioban (0- 200 uM) adott ZnCl> — dal. Mivel a 26S proteaszoma ATP hidnyaban
RP-ra és CP-ra valik szét, ezért ahhoz, hogy megdrizziik a 26S proteaszoma szerkezeti
egységét, minden reakciot 1 mM ATP és ATP-regenerald rendszer jelenlétében hajtottunk
végre. Az inkubacios 1d6 letelte utdn a RP-alegységeket keresztkotottiik diszukcinimidil-
szuberat hozzaadasival. A keresztkotési reakciot 25 °C-on, 20 percig végeztiik, majd
feleslegben adott glicin hozzdadasaval allitottuk le. A RP alegységek keresztkotési mintazatat
kiilonb6zd RP alegységekre specifikus monoklonalis ellenanyagok (mAb) segitségével,

immunoblot technikaval vizsgaltuk (9. abra).
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9. abra: Kémiai Kkeresztkotéssel és immunoblot technikaval detektalt Zn2*- indukalta

valtozasok a proteaszomalis alegység-kolcsonhatasokban.

Tisztitott Drosophila 26S proteaszomat inkubaltunk ATP jelenlétében 200 uM ZnClp-dal vagy a nélkiil és
keresztkotottiikk diszukcinimidil-szuberattal. A keresztkotési mintazatokat, melyek alegység kdlcsonhatasokat
reprezentalnak, immunoblot technikaval vizsgaltuk, a p42A ¢és a p39A fed6 alkomplex alegységek, a p5S0 ATP-
az alegység és a p54 ubikvitin receptor alegységre specifikus monoklonalis ellenanyagok segitségével. Csillaggal
jeloltiik azokat az alegység kolcsonhatédsokat, melyeket nem befolyasolt a Zn?*- kezelés, nyilhegyekkel pedig a

nem keresztkotott alegységeket.

Ahogyan azt a 9. 4bra is mutatja, a feleslegben adott Zn?* jellegzetes atrendezddéseket idézett
eld a fedél alkomplexum alegység-kdlcsonhatasaiban. Mig bizonyos alegységkodlcsonhatasok
fennmaradtak (a 9. abran » -gal jeldlve), masok eltiintek, vagy 0j kapcsolatok alakultak ki. Az

ATP-az gylrii alegységeinek kolcsonhatasai nem valtoztak meg, mig a p54 ubikvitin receptor
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alegység nativ proteaszomara jellemzé 6sszes kapcsolata megsziint. Az atrendezédések Zn?*-
koncentracié fliggdek voltak. A valtozasok mar 50 puM Zn?'- koncentracional

megfigyelhetéek voltak, 200 uM- nél pedig egy plateau-t értek el.

A 9. dbran bemutatott eredmények azt sugalltak, hogy kiviilrél hozzaadott Zn?* jelenlétében a
p54 alegység kilép a RP-bol, mivel a Zn?* hozzdadasat kovetden megsziint az Osszes
kapcsolata egyéb RP alegységekkel. Ezt a feltételezést részlegesen tisztitott 26S proteaszéma
frakciokon vizsgaltuk meg. A 26S proteaszoma DTT-mentes DEAE- fractogel frakciojat
inkubaltuk 20 percig, 25 °C-on, 1 mM ATP és ATP regenerald rendszer jelenlétében 200 uM
ZnCl,- dal vagy a nélkiil, majd ATP tartalmt, 200 uM ZnCl»- dal vagy a nélkiil késziilt nativ
poliakrilamid gélen elvalasztottuk. A kontroll minta immunoblot technikdval végzett
vizsgalata a p54 (10A abra, 1. zseb) és az al CP alegység (10A abra, 2. zseb) elleni
monoklonalis ellenanyagok segitségével a jol ismert nativ poliakrilamid gél mintazatot adta.
A 26S; és 26Si savok, melyek az egy, illetve két RP-mal ellatott 26S proteaszomaknak
felenek meg, mind a RP alegységekre, mind a CP alegységre specifikus monoklonalis
ellenanyaggal reagaltak, mig a preparatumban jelenlévdé szabad CP, mely sokkal gyorsabb
elektroforetikus mobilitassal rendelkezik, csak a CP alegység elleni monoklonalis
ellenanyaggal reagalt. Mind a két 26S proteaszoma sav erds peptidaz aktivitast mutatott a
fluorigén gél feliilrétegzési kisérlet soran, mig a szabad CP peptiddz aktivitdsa, kordbban
kozolt adatoknak megfeleléen (183) elhanyagolhato volt, mivel RP kapcsolodasa aktivalja a
CP katalitikus aktivitasat a (10A abra, 3. zseb).
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Az eléz6ektd] teljesen eltérd képet kaptunk 200 pM Zn?* jelenlétében (10B abra). A 26S
proteaszoma 26S; ¢és 26S; formait nem tudtuk megfigyelni. A p39A fedél alegységre
specifikus, és a pS0 ATP-az alegységre specifikus monoklondlis ellenanyagok megegyezd
elektroforetikus mobilitassal rendelkezé savval reagaltak, mely a szabad RP- nak felel meg,
mivel ugyanez a sav nem reagalt a CP-specifikus monoklonalis ellenanyaggal. A CP teljes
mennyisége a szabad RP-nal nagyobb elektroforetikus mobilitassal rendelkezd, szintén szabad
részecske formajaban volt jelen. Ahogyan azt a keresztkotési mintazatabol is latni lehetett, az
Osszes p54 alegység kivalt a RP-bol és a gél frontjdban jelent meg. A fluorigén gél
feliilrétegzési technika Zn?* jelenlétében a peptidaz aktivitas elvesztését mutatta (10B abra, 5.
zseb). A peptidaz aktivitas elvesztése nem a CP katalitikus inaktivalodasanak, hanem a RP
levalasanak a kovetkezménye volt. Ismert ugyanis, hogy a RP kapcsolodéasa aktivalja a CP
katalitikus aktivitasat, illetve ennek hianyaban enyhe detergens kezeléssel, mely felnyitja a CP
kozponti csatorndjat és kitekeri a szubsztratfehérjéket szintén aktivalhat6é a 20S proteaszoma
peptidaz aktivitasa. A cink-kezelt proteaszomak peptidaz aktivitasat nyolcszorosara fel lehet
erdsiteni 0,02% SDS jelenlétében, mely novekedés Osszemérhetd a tisztitott CP katalitikus

aktivitasanak 0,02% SDS jelenlétében megfigyelheté novekedésével (183).
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10. abra: A 26S proteaszéma Zn?* - altal indukalt szerkezeti és funkcionalis valtozasai

nativ poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgalva.

(A) A Drosophila 26S proteaszoma DEAE-fractogel frakcidjat elvalasztottuk 1 mM ATP-tartalm nativ
poliakrilamid gélen, és immunoblot technikaval vizsgaltuk, a p54 alegységre (elso zseb) és az al CP alegységre
specifikus (masodik zseb) mAb-kal, valamint teszteltik a peptidaz aktivitasat fluorigén gél feliilrétegzési
(overlay) technikaval (harmadik zseb).

(B) A Drosophila 26S proteaszoma DEAE-fractogel frakcidjat ATP jelenlétében inkubaltuk 200 uM ZnCl; - dal
és elvalasztottuk 1 mM ATP és 200 uM ZnCl; tartalmt nativ poliakrilamid gélen. Az immunoblot analizist a
kovetkezod ellenanyagok segitségével végeztik: p54 alegység elleni (els6 zseb), al CP alegység elleni (masodik
zseb), p50 ATP-4z alegység elleni (harmadik zseb), p39A fedél alegység elleni (negyedik zseb) mAb. A Zn?*-
kezelt proteaszomak peptidaz aktivitasat a fluorigén gél feliilrétegezési technikaval vizsgaltuk (6t6dik zseb).

(C) A Zn?*- indukalta véltozasok reverzibilitisa: a Zn?* elvonasa a (B) pontban bemutatott Zn?* - kezelt
proteaszomaktdl 1,10-fenantrolinnal tortént, és hatasit 1 mM ATP tartalmu nativ gélen vizsgaltuk. Az

immunoblot analizist és a fluorigén gél feliilrétegzési technikat a (B) pontban leirtak alapjan végeztiik.

Tehat feleslegben adott Zn?* hatdsara a 26S proteaszoma RP-ra és CP-ra disszocial, mellyel
parhuzamosan az ubikvitin receptor alegység teljes mennyisége kilép a RP-bol. A RP a
disszociaciot kovetden egyben marad, nem esik szét bazis és fedél alkomplexumokra, mivel a
cink kezelést kdvetden mind az alap, mind a fedél alegységekre specifikus monoklonalis

ellenanyagok a szabad RP-nak megfeleld mobilitassal rendelkezé fehérjesavval reagalnak.
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Ezeket a szerkezeti valtozasokat a peptidaz aktivitas teljes elvesztése kiséri. A 9. abran
bemutatott keresztkotési kisérletek pedig azt mutattak, hogy a RP ATP-4z gytirlije érintetlen

marad a folyamat soran, de Iényeges alegység atrendezddések torténnek a fedél

alkomplexumban.
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11. abra: A RP integritasa cink-kezelést kovetden.

Egy kontroll és egy Zn?*- kezelt DEAE- fractogel frakcié RP-ait Superose 6 gélsziir oszlopon elvélasztottuk, és
alegység-Osszetételiiket vizsgaltuk eziistfestett denaturald gélen (els6 €és masodik zseb) és immunoblot

technikaval a jobb oldalon jelolt alegységekre specifikus monoklonalis ellenanyagokkal.

Azért, hogy bebizonyitsuk, hogy a p54 az egyetlen alegység, mely Zn?* jelenlétében kivalik a
RP-bdl egy cink-kezelt DEAE-fractogel frakcid6 RP-at elvalasztottuk egy Superose 6
elnevezésli, méret szerinti elvalasztast eredményezd oszlopon, egy korabban leirt modszer
szerint (67), és meghataroztuk az alegység-Osszetételét eziisttel festett SDS-gélen és
immunoblot technikdval. Ahogyan az a 11. 4bran is lathatd, a p54 alegység hianyatol

eltekintve, a kontroll és a cink-kezelt RP alegység-Osszetétele megkiilonboztethetetlen.
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A 26S proteaszoma Zn>'-indukalt strukturalis és funkcionalis valtozasai

reverzibilisek

A 268 proteaszoma Zn?*- indukalta véltozasainak reverzibilitasat egy DTT-mentes tisztitott
26S proteaszoma frakcion vizsgaltuk. A mintat elészor 20 percig inkubaltuk 1 mM ATP, ATP
regenerald rendszer és 200 uM ZnCl; jelenlétében, majd 200 uM 1,10-fenantrolint adtunk a
proteaszomakhoz és az inkubaciot tovabbi 20 percig folytattuk. A Zn?*- indukalta struktiralis
valtozasok reverzibilitasat nativ poliakrilamid géleken és keresztkotési technikaval vizsgaltuk.
A Zn?* - jonok eltavolitasa utdan semmiféle észrevehetd valtozast nem tapasztaltunk a Zn?*-
kezelt proteaszomak esetében kapott képhez viszonyitva. Ezért arra gondoltunk, hogy a p54
alegységnek a proteaszoOmaba torténd visszaépiiléséhez és a 26S proteaszoma ujra
Osszeszerel6déséhez sziikség lehet bizonyos nem proteaszoémalis faktorokra, melyek ezt a
folyamatot eldsegitik, és amelyek nem taldlhatdak meg a tisztitott proteaszoma frakcidban.
Ezért a Zn?'- hatds reverzibilitsit a tovabbiakban részlegesen tisztitott 26S proteaszoma

frakcidkon vizsgaltuk.
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12. abra: A p54 kolesonhaté fehérjék detektalasa.

(A) A Drosophila 26S proteaszoma DTT-mentes DEAE-fractogel frakcidjat ATP jelenlétében inkubaltuk 200
uM ZnCl,-dal a jelzett idétartamokig. Az inkubaciot kovetden a frakcidkat keresztkotottiik diszukcinimidil
szuberattal. A p54- kolcsonhato fehérjéket immunoblot technikaval azonositottuk a p54 alegységre specifikus
mMAD segitségével.

(B) Az (A) pontban leirt, 200 uM ZnCl; -dal 20 percen keresztiil inkubalt DEAE- fractogel mintat tovabbi 10
percig inkubaltuk 200 uM 1,10-fenantrolinnal, majd keresztkotottiik és analizaltuk az (A) pontban leirtak szerint.

A nyilhegy a nem keresztkotott pS4 fehérjét jelzi.

Egy DTT- mentes DEAE- fractogel frakciot 1 mM ATP és ATP regenerdld rendszer
jelenlétében inkubaltunk 200 puM ZnCly jelenlétében, 25 °C-on, egyre novekvd
iddintervallumokig, majd a p54 fehérje kapcsolodasat a feltételezett nem proteaszémalis, az
Osszeépiilést segitd faktor(ok)kal keresztkotési technikéval vizsgaltuk, a p54 alegységre
specifikus mAb 170 segitségével (12. abra).

Amint az a 11. (A) abran megfigyelhetd, a p54 alegység Zn?* hatdsara torténd kilépése a

proteaszomabol igen gyors: mar 3 perc inkubécid elégségesnek bizonyult ahhoz, hogy a p54

49



fehérjének a nativ RP-ra jellemzd Gsszes alegység-kolcsonhatasat megsziintesse. Ezen kiviil
az inkubacid soran egy teljesen Uj keresztkotési mintazat alakult ki. Ez az ijonnan megjelent
mintdzat azt jelzi, hogy a p54 fehérje specifikus kolcsonhatasokat alakitott ki cellularis
fehérjékkel, mely kolcsonhatasok nem tudnak kialakulni a teljes mértékben tisztitott 26S
proteaszoOma preparatumban (lasd. 9. dbra). Ezutan megvizsgaltuk nativ gél-elektroforézissel
¢és keresztkotési technikaval a p54 fehérje 1), a cink-kezelés hatdsara kialakitott, specifikus
fehérje-fehérje  kolcsonhatasainak —szerepét a Zn?*-indukélta szerkezeti véltozasok
visszafordithatésagaban. Egy DTT-mentes DEAE-fractogel frakciot inkubaltunk 1 mM ATP
és ATP regenerald rendszer jelenlétében 200 uM ZnCl; -dal, 20 percig, 25 °C-on. Ezutan a
Zn?*-jonokat 200 uM 1,10-fenantrolin hozzdadasaval eltavolitottuk, majd a mintat
keresztkotottiik diszukcinimidil-szuberattal. Hsz perc keresztkotési reakciod utan immunoblot
technikaval vizsgaltuk meg a Zn?*- indukalta véltozasok reverzibilitasat a p54 alegységre
specifikus mAD segitségével. Cink-eltdvolitas hatasara az 6sszes Zn?*-specifikus keresztkotési
termék eltlint, és a nativ 26S proteaszOmara jellemzd Osszes f6 keresztkotési termék
visszaalakult (12B abra).

A nativ poliakrilamid gélelektroforézis kimutatta, hogy Zn?'- elvonis hatisira a 26S
proteaszoma mindkét elektroforetikus varidnsa visszaalakult (10C abra). A p54 alegység
visszaépiilt az ujra Osszeszerelodott 26S proteaszomaba, mivel a pS4 fehérje megoszlasa a
26S proteaszoma variansok kozott megegyezett a pS0 ATP-4z és a p39A fed¢l alegységekével
(10C ébra, 1., 3. €s 4. zseb) és szabad p54 monomert nem lehetett megfigyelni. A nativ 26S
proteaszoma szerkezetének visszaalakulasaval parhuzamosan a Zn?*-kezelt 26S proteaszomak
peptidaz aktivitasukat is visszanyerték a Zn?" eltavolitasat kovetden, tehat a funkcionalis
renaturacio is megtortént. A flourigén peptid gél feliilrétegzési kisérlet ugyanis kimutatta,
hogy mig a peptidaz aktivitas teljes elvesztése figyelhetd meg 200 uM Zn?* jelenlétében (10B

4bra, 5. zseb), addig Zn?*- elvonas hatasara a peptidaz aktivitas visszaallt (10C 4bra, 5. zseb).

A hisztidin és cisztein aminosav oldallancok, melyek a cink — koordinacioért feleldsek,
szamos mas bivalens kationt képesek megkdtni. Ez megfigyelhetd a proteaszomalis
alegységek esetében is: ugyanazok az alegységek, melyek a cink oszlophoz koétédnek (8.
abra), kotddnek példaul nikkel oszlophoz is. A cink hatdsa a 26S proteaszoma szerkezetére és

miikddésére ennek ellenére nagyon specifikus. 50- 200 uM koncentracié tartoményban a
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Ca?*, Ni?*, Co?* és Mn®" ionok egyike sem valtja ki a 26S proteaszoma szétszerel6dését és az

------

elvesztését.

A 26S proteaszoma osszeszerelodés-szétszerelodési ciklusanak kétféle

utvonala

Mar régoéta ismert, hogy az ATP nélkiilozhetetlen a 26S proteaszoma szerkezeti egységének
fenntartasihoz. ATP hianyaban a 26S proteaszoOma szétvalik RP-ra és CP-ra (187).
Részlegesen tisztitott prepardtumokban ez a folyamat visszafordithato: ha az ATP-t
visszaadjuk a rendszerbe, a 26S proteaszomak ujra Osszeszerelédnek (67). Noha a 26S
proteaszéma ATP hianyaban disszocial RP-ra és CP-ra, a p54 alegység nem Iép ki a RP-bol
(13. abra, 1. és 2. zseb). A 26S proteaszoma szétvalasat ebben az esetben is a peptidaz
vissza lehet forditani, ha az ATP- és DTT- mentesitett proteaszomakat ATP és ATP
regenerald rendszer jelenlétében inkubaljuk, majd ATP tartalmu nativ gélen elvalasztjuk (13.
abra, 4.-8. zseb). A DTT visszaaddsa nem javitotta tovabb az uUjra Osszeszerelddés
hatékonysagat. Igy a 26S proteaszoma ATP-fiiggd sszeszerelddés- szétvalasi ciklusa teljesen
eltér a Zn?* hozzdadas-elvonas hatsara bekovetkezé ciklustol. Az ATP-fiiggd ciklus soran
ugyanis a p54 alegység folyamatosan RP-k&tott allapotban van, mig a Zn?*- ciklus soran egy

reverzibilis ingazd folyamaton megy at.
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13. abra: A 26S proteaszéma tjra osszeszerelodése ATP elvonas utan.

Els6é harom zseb: a Drosophila 26S proteaszoma DEAE-fractogel frakcidjat ATP elvonas utan elvalasztottuk
ATP nélkiil késziilt nativ poliakrilamid gélen. Az immunoblot analizist a p54 alegységre (els6 zseb) és az al CP
alegységre specifikus mAb-vel (masodik zseb) végeztiik, a peptidaz aktivitas vizsgalatat pedig a fluorigén gél
feliilrétegzési (overlay) technikaval (harmadik zseb). Negyedik és 6todik zseb: a Drosophila 26S proteaszoma
DEAE-fractogel frakcigjat 1 mM ATP tartalmi nativ poliakrilamid gélen elvalasztottuk és immunoblot
technikaval vizsgaltuk a p54 alegységre (negyedik zseb) és az al CP alegységre specifikus (6todik zseb) mAb-
kal. 6.-8. zseb: ATP elvonas utan a DEAE- fractogel frakciot ATP jelenlétében inkubaltuk, majd elvalasztottuk 1
mM ATP tartalmu nativ poliakrilamid gélen. Az immunoblot analizist a p54 alegységre (hatodik zseb) és az al
CP alegységre specifikus mAb-kel (hetedik zseb) végeztiik, a peptidaz aktivitas vizsgalatat pedig a fluorigén gél

feliilrétegzési (overlay) technikaval (nyolcadik zseb).

A p54 kolcsonhato fehérjék azonositasa

A fent leirt kisérleteink eredményeibdl kiindulva logikusnak tiint a feltételezés, hogy a p54
fehérjével, annak Zn?'- indukalta disszocidciojat kovetden kolcsonhatd fehérjék szerepet

jatszanak az intakt 26S proteaszomak Zn?'- eltdvolitast kisérd szerkezeti és miikddésbeli

crer
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DEAE-fractogel frakciot inkubaltunk 1 mM ATP ¢és ATP regeneralo rendszer jelenlétében 20
percig 200 uM ZnClz- dal, majd keresztkotottiik diszukcinimidil-szuberattal. A keresztkotési
reakciot leallitottuk feleslegben adott glicinnel, majd a mintdt frakciondltuk Superose 6
gélszliré oszlopon annak érdekében, hogy elvalasszuk a RP-okat, a CP-ot, a p54 alegységet
keresztkotve a kolcsOnhatd partnereivel, a szabad p54 alegységet és egyéb monomer
fehérjéket. A Superose 6 kromatografia frakcioit immunoblot technikéval vizsgaltuk tovabb a
pS54 alegységre specifikus mAb segitségével, hogy megéllapitsuk, mely frakcidkban elualodik
az oszloprol a p54 a vele keresztkotott kolesonhatd partnereivel egyiitt. Ezeket a frakcidkat
azutan immunprecipitaltuk a p54 alegységre specifikus monoklonalis ellenanyagok
keverékével. Az immunprecipitacid soran kontrollként egy, a burgonya leghemoglobin ellen
kifejlesztett mADb-t hasznaltunk. A 12. abran lathato, hogy a p54 alegységre specifikus mAb-
kel végzett immunprecipiticié soran a Zn®*- kezelést kdvetden megjelend keresztkotott p54
szdrmazékok teljes mintazata kicsapodott (2. zseb). Ezek a savok teljes mértékben hidnyoztak
a nem specifikus ellenanyaggal nyert kontroll immunprecipitaitumbol (12. abra, 1. zseb). A
kicsapodott fehérjék immunoblot vizsgalata szamos proteaszomaalegység specifikus mAb-kal
is aldtdmasztotta az immunprecipitacio specificitasat: a p54 fehérjén kiviil egyetlen egyéb RP
vagy CP alegység sem volt jelen a kicsapott frakcioban (12. abra, 3.-6. zseb). Az
immunprecipitalt fehérjéket SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk és Coomassie kékkel
megfestettiik. A fehérjesavokat ezutan a gélbdl kivagtuk, majd a gélben torténé tripszines
emésztést kovetden a nem frakcionalt emésztési keveréket MALDI — TOF MS-nak vetettiik
ala. A p54 alegységen kiviil négy kiilonbozd fehérjét azonositottak az immunprecipitalt
mintaban, mint keresztkotott kolcsonhato partnerek: a Hsc70Cb, feltételezett hdsokk fehérjét
(2. sav; NCBI hivatkozasi szam: 4753683, alatdmasztva PSD altal: N>***KLQGGPFER®®); az
Smt3 SUMO-aktivalo enzim 2-t (3. sav; NCBI hivatkozasi szam: 6934296, alatimasztva PSD
altal: QS?FLFHR®" ¢s F?FNEDITYLLR?%®); egy glutamil-amidopeptidaz aktivitdssal
rendelkezé Drosophila fehérjét (4. sav; NCBI hivatkozasi szam: 24646518, alatamasztva PSD
altal: Y’ INWAWDESNVR8); és a Hsp82 hésokk fehérjét (5. és 6. sav: NCBI hivatkozasi
szam: 8127, alatdmasztva PSD altal: AS*LLFIPR®® ¢s H3®FSVEGQLEFR3%). A Hsp82
fehérje jelenléte az 5. és a 6. vastag sdvban valosziniileg a jol ismert oligomerizaciora hajlo
tulajdonsagaval magyarazhatd, melyet a bivalens kationok még jobban felerdsitenek (188).

Az 1. sdvban azonositott IgM az mAb 170 aszcitesz folyadékabol szarmazik.
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12. abra: A p54 kolesonhaté fehérjék tisztitaisa immunprecipitacioval.

A 4. abra (A) pontjaban bemutatott 20 percig inkubalt keresztk6tott DEAE-fractogel frakciét immunprecipitaltuk
a p54 alegységre specifikus mAb 28 és mAb 170 keverékével. A kontroll immunprecipitaciohoz a burgonya
leghemoglobin elleni mAb-t hasznaltuk. A kicsapott mintakat immunoblot technikdval vizsgaltuk. 1. zseb: a
burgonya leghemoglobin elleni ellenanyaggal kapott immunprecipititum a p54 alegység elleni ellenanyaggal
analizalva. A p54 alegységre specifikus ellenanyagok keverékével kapott immunprecipitatum a p54 alegységre
(2. zseb), az al CP alegységre (3. zseb), a p39A fedél alegységre (4. zseb), a p5S0 ATP-az alegységre (5. zseb) és
a p42A fedél alegységre (6. zseb) specifikus mAb- val vizsgalva.

A Hsp82 ¢lesztd homoldgjanak irodalmi adatok szerint fontos szerepe van az éleszté 26S
proteaszoma Osszeszerelodésében ¢€s az ¢€lesztd proteaszoma strukturalis egységének
megorzésében (189). A Hsp82 dajkafehérje, mint f6 p54 kdlcsonhatod fehérje azonositasa €s

ismert szerepe az ¢lesztd 26S proteaszoma szerkezetének fenntartasaban azt sugallta, hogy a
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Drosophila Hsp82-nek szerepe lehet a 26S proteaszoma Zn?*-kezelést kovetd Tjra
Osszeszerelddésében. A homogenitasig tisztitott 26S proteaszoma, mint lattuk, a cink
eltavolitast kovetden képtelen ujra Osszeszerelddni, mig a részlegesen tisztitott DEAE-
fractogel frakcioban a renaturicié nagy hatisfokkal végbemegy. Ugy gondoltuk, hogy e
jelenség oka lehet a Hsp82 fehérje hidnya a homogenitasig tisztitott 26S proteaszoma
preparatumban. Ezért elhataroztuk, hogy megvizsgéaljuk a Hsp82 fehérje szerepét a cink-
fliggd 0Osszeépiilési folyamatban. Egy homogenitasig tisztitott 26S proteaszoma frakciot
inkubaltunk ATP és ATP regeneralo rendszer jelenlétében 200 uM ZnCl»- dal, 20 percig, 25
°C-on, majd a cinket a fentebb leirt modon eltavolitottuk. Ezt kdvetdéen a proteaszomat
tovabbi 20 percig inkubaltuk 6tszords molaris feleslegben adott tisztitott Hsp82 fehérjével
vagy anélkill. A 26S proteaszoma Ujra Osszeszerelddését és a pS4 alegység visszaépiilését a
RP-ba immunoblot technikaval vizsgaltuk, miutan a fehérjéket méret szerint elvalasztottuk
Superose 6 gélsziird oszlopon. Amint az a 13A 4bran lathat6, a cink-kezelt tisztitott 26S
proteaszoma Osszeszerelédése nem megy végbe csupan Zn?*- eltivolitis hatasara. A p54
fehérje elucids csucsa (36-os frakcid) a monomer fehérjéknek megfeleld pozicidban van, a

szabad CP-¢ a 24-es frakcioban, a szabad RP-¢é pedig a 20-asban. A tisztitott Hsp82 fehérje

crer

ey

—mal sapkazott 26S proteaszomakénak felel meg (67).
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13. abra: A Hsp82 elosegiti a cink-kezelt tisztitott 26S proteaszoma ujra

osszeszerelodését.

(A) Tisztitott Drosophila 26S proteaszomat inkubaltunk ATP jelenlétében 200 uM ZnClr-dal. A cink eltavolitasa
utan az inkubaciot tovabbi 20 percig folytattuk, majd a proteaszomakat elvalasztottuk Superose 6 gélsziird
oszlopon. Az oszloprol elualt frakciokat (200 pl) 7 térfogat acetonnal torténd kicsapassal bekoncentraltuk, 10 %-
0s (w/v) SDS-gélen elvalasztottuk és immunobloton vizsgaltuk a bal oldalon jelolt alegységekre specifikus 6t
mADb felhasznalasaval.

(B) Tisztitott Drosophila 26S proteaszomat inkubaltunk ATP jelenlétében 200 pM ZnClp-dal. A cink eltavolitasa
utan az inkubéciot tovabbi 20 percig folytattuk 5-szo6rés molaris feleslegben hozzaadott tisztitott Hsp82 fehérje
jelenlétében majd a proteaszomakat elvalasztottuk Superose 6 gélszilird oszlopon. Az oszloprodl elualt frakciokat
(200 pl) 7 térfogat acetonnal torténd kicsapassal bekoncentraltuk, 10 %-0s (w/v) SDS-gélen elvalasztottuk és
immunobloton vizsgaltuk a bal oldalon jel6lt alegységekre specifikus 6t mAb felhasznalasaval.

(C) Drosophila 26S proteaszoma DEAE-fractogel frakcidjat inkubaltuk ATP jelenlétében 200 uM ZnCl,- dal,
majd elvalasztottuk 200 uM ZnCl; jelenlétében Superose 6 gélsziird oszlopon. Az oszloprdl elualt frakciokat (20
ul) 10 %-0s (w/v) SDS-gélen elvalasztottuk és immunobloton vizsgaltuk a baloldalon jeldlt alegységekre
specifikus 6t mAb felhasznalasaval.

(D) Drosophila 26S proteaszoma DEAE-fractogel frakcidjat inkubaltuk ATP jelenlétében 200 pM ZnCl,- dal. A
cink eltavolitasa utan az inkubaciot tovabbi 20 percig folytattuk, majd a proteaszomakat elvalasztottuk Superose
6 gélszir6 oszlopon. Az oszloprdl elualt frakciokat (20 ul) 10 %-0s (w/v) SDS-gélen elvalasztottuk és

immunobloton vizsgaltuk a baloldalon jelolt alegységekre specifikus 6t mAb felhasznalasaval.

A Hsp82 eldsegitette a tisztitott 26S proteaszoma Ujra Osszeszerelddését, noha ez az
Osszeszerel6dés joval kevésbé tokéletes, mint amit a részlegesen tisztitott DEAE-fractogel
frakcioban lehet megfigyelni (10C, 13C ¢és 13D abra). Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy egyéb Osszeépiilést segité faktor(ok)nak, mint példaul a Hsc70Cb —nek, is szerepe lehet

a folyamatban.

Ezutan tovabb vizsgaltuk a Zn?*- hatisira disszocialt p54 4ltal kialakitott, Kémiai
keresztkotési technikaval azonositott, fehérje-fehérje kdlcsonhatasok fiziologiai relevanciajat.
Elesztd két—hibrid kisérletet hajtottunk végre, hogy olyan fehérjéket azonositsunk, melyek in
vivo kolesonhatnak a p54 alegységgel. Mivel a p54 fehérje C-terminalis fele 6naktivaciot
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okozott a Gal4 rendszerben, ezért csak az alegység N-terminalis felét tudtuk csaliként (bait)
hasznalni. Az N-terminalis p54 fehérjét a pPBTM116, DNS - kot6 domént tartalmazd vektorba
klénoztuk. Ezt a vektort egy, a pACT2 Gal4 aktivaciés domént tartalmazo vektorba klénozott
Drosophila embrionalis cDNS konyvtarral egyiitt €lesztdbe transzformaltuk. A kdlcsonhatod
fehérjéket kodoldo plazmidokat egyiittesen hordozo transzformansokat hisztidint nem
tartalmazo minimal taptalajon valogattuk ki. A kolcsonhatasok specificitasat LacZ teszttel
tovabb ellendriztiik. A kapott kolcsonhatd fehérjék kozil az egyik, a keresztkotési
kisérletekkel egybehangzoan, a Drosophila Smt3 SUMO-aktivalé enzim volt. Ezen kivill a
DmUbc9 Drosophila SUMO- konjugal6 enzimet (190) is azonositottuk az éleszté két-hibrid
technikaval a p54-gyel kolcsonhaté fehérjék kozott (14. abra).

plazmid minimal Lac Z aktivitas
taptalaj

Rpn10/p54 .

pBTM 116

Smt3

pACT2 .

DmUbc9

pACT2 ‘

Rpn10/p54  Smt3 &

pBTM 116 pACT2 o

Rpn10/p54  DmUbc9

pBTM 116  pACT2 o ®

14, abra: In vivo kolcsonhatas a p54 N-terminalis fele és az Smt3 SUMO-aktivalg,

valamint a DmUbc9 SUMO-konjugalé enzimek kozott.
Az egyszeres és kétszeres transzformans élesztOket minimal taptalajon novesztettiik és teszteltiik a LacZ

aktivitasra.

Az Smt3 SUMO-aktivalo enzim és a DmUbc9 SUMO-konjugald enzim kolcsonhatasat a p54
fehérjével tovabb bizonyitottuk in vitro kotési (pull-down) kisérletekkel. Ehhez eléallitottuk
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az Smt3, a DmUbc9 és a Hsp82 fehérje FLAG-peptiddel fazionalt formait. Az anti-FLAG M2
affinitas gél, mely agar6zhoz kovalensen kapcsolt, FLAG-peptid elleni tisztitott ragcsald
monoklonalis ellenanyagot tartalmaz, specifikusan képes kotni a FLAG-peptidet, valamint a
FLAG-peptiddel fazionalt rekombinans fehérjéket. Az anti-FLAG M2 affinitas gélt
megtoltottik FLAG-tag-gel ellatott Smt3 fehérjével, vagy FLAG-DmUbc9-cel, majd
hozzaadtuk a rekombinans p54 fehérjét. A p54 kotodését a FLAG-peptiddel torténd elaciot
kdvetden immunoblot technikaval vizsgaltuk. A 15. dbran lathato, hogy a p54 nem kotédik az
tires FLAG affinitas oszlophoz (1. zseb), ezzel szemben kétddik mind a FLAG-Smt3—-mal (2.
zseb), mind a FLAG-DmUbc9-cel (3. zseb) toltott affinitas oszlophoz.

1 2 3 4

-

15. abra: In vitro interakcio az Smt3 SUMO-aktivalé enzim, a DmUbc9 SUMO-
konjugalé enzim, a Hsp82 fehérje és a teljes hosszlisaga p54 kozott.

Nem toltott anti-FLAG M2 affinitas oszlopra (1. zseb), vagy anti-FLAG affinitas oszlopokra, melyeket
megtoltottink FLAG-Smt3 SUMO-aktivald enzimmel (2. zseb), FLAG-DmUbc9 SUMO-konjugalé enzimmel
(3. zseb), vagy FLAG-Hps82 fehérjével (4. zseb) felvittink p54 fehérjét. Az oszlophoz k6t6dott fehérjéket
feleslegben adott FLAG peptiddel elualtuk és immunoblottal vizsgaltuk a p54 alegységre specifikus mAb

segitségével.
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A p54 5°-felét hasznélva csaléteknek az élesztd két-hibrid kisérletben, nem tudtunk kimutatni
kolcsonhatast az alegység N-terminalis fele és a Hsp82 fehérje kozott. A pull-down
kisérletekben azonban, ahol a teljes hossziisagu p54 fehérjét hasznaltuk, erds kolcsonhatast

tapasztaltuk a két fehérje kozott (15. abra, 4.zseb).

A feleslegben adott Zn?*-nek, valamint a feleslegben adott Zn?*-elvonasanak a proteaszomara
gyakorolt hatasat vizsgalva tehat azt talaltuk, hogy Zn®* jelenlétében a Drosophila 26S
proteaszoma RP ¢és CP szubkomplexekre disszocidl ¢és a p54 alegység levalik a
alkomplexumban és a 26S proteaszéma peptidaz aktivitasanak elvesztéséhez vezet. A Zn**-
indukalta strukturdlis és funkciondlis valtozasok teljes mértékben reverzibilisek; a Zn**
eltavolitasanak kovetkezményeként a p54 visszaépiil a RP-ba, a 26S proteaszoma ujra
Osszeszerelddik és visszanyeri peptidaz aktivitasat. A Zn""-ciklus sorén a p54 reverzibilisen
ingdzik az RP kotott és szabad allapot kozott, mely jelenség nagyban aldtdmasztja az ingazo
cellularis fehérjével. Ezek koziil a Hsp82-t azonositottuk, mint f6 kolcsonhatd partnert. A
Hsp90 dajkafehérjérél, a Drosophila Hsp82 élesztd ortologjarol bebizonyitottak, hogy fontos
szerepe van az ¢lesztd 26S proteaszoOma Osszeszerelddésében ¢€s szerkezeti egységének
fenntartasaban, ami alatdmasztja azt a megfigyelésiinket, miszerint a p54 fehérje kolcsonhatod
partnereinek szerepe van a 26S  proteaszoma, Zn?*-eltavolitast kdvetd ujra
Osszeszerel6désében. Ugyanakkor az Smt3 SUMO-aktivald enzim jelenléte a p54 kolcsonhatod
fehérjek kozott felvetette annak lehetdségét, hogy a proteaszoman kiviil a disszocialt p54
fehérje posztszintetikus modositason esik at, €és esetleg extraproteaszomalis szerepe(i)
lehet(nek) ebben a formaban.

Ezért célul tiztiik ki, hogy modellezziik azt a szitudcidt, mikor a p54 a proteaszoman kiviil
van jelen. Az volt a hipotézisiink, hogy ha tiltermeltetjiik a p54 fehérjét, és annak kiilonb6z6
szarmazékait Drosophildban, esetleg megzavarhatjuk ezt az ingazé folyamatot,
stabilizalhatjuk az alegység proteaszoman kiviili allapotat, és ezaltal tobbet megtudhatunk a

fehérje esetleges extraproteaszomalis szerepé(i)rdl.
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A transzgénikus Drosophila melanogaster torzsek eléallitasa

A p54 fehérjének két fontos doménje van: a von Willebrand A tipusi domén, ami a fehérje N-
terminalis felén helyezkedik el, és az UIM domének (ubikvitinnel kdlcsonhaté motivum,
ubiquitin interaction motif), melyek a fehérje C-terminalis felén helyezkednek el. Irodalmi
adatok szerint a fehérje N-terminalis fele felel6s a p54-nek a RP-ba torténd beépiiléséért, az
UIM domének pedig a multiubikvitinalt fehérjék megkdtéséért. Arra szerettiink volna valaszt
kapni, hogy mi ezen domének hatdsa Iin vivo, azaz mi torténik, ha taltermeltetjiik Sket
Drosophilaban. Ezért transzgénikus Drosophila melanogaster térzseket hoztunk 1étre, melyek
vagy a C- vagy az N-terminalis felét termelik a p54 fehérjének. Erre a célra az UAS-Gal4

rendszert valasztottuk (16. 4bra). E rendszer segitségével barmilyen gén szabalyozott
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16. abra: Az UAS-Gal4 rendszer elvének sematikus bemutatasa.
GALAP: Gal4 fehérje, UAS: a Gal4 fehérje specifikus kot6helye, (upstream activating sequence)

A Gal4 fehérjét az é€leszt6, Saccharomyces cerevisiae —ben azonositottak, mint a galakt6z

altal indukalt gének aktivatorat. A Gal4 fehérje azéltal szabalyozza célgénjeinek

crcr

négy hasonld, 17 bp-bol allo6 DNS szakaszbdl aépiil fel. Ez a szakasz egy ugynevezett
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Upstream Activating Sequence (UAS) elemet hatdroz meg, az enhancer elemekkel analdg
modon. Mivel Drosophildban nincs endogén Gal4, és a Gal4 fehérje expresszidjanak nincs
fenotipikus hatasa, a Gal4 expresszi6 hasznalhaté Drosophilaban arra, hogy az UAS kontroll
alatt allo célgének transzkripcigjat stimulalja. A transzgénjeinket tartalmazo P-elemek

Drosophila embriokba torténé bejuttatasara a pP {UAST} vektort hasznaltuk (17. abra).
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17. abra: A pP{UAST} vektor.

p5¢: a pP{UAST} vektorban talalhato és a transzformans Drosophildkba beépiild, a transzgént hordozé P-elem
5 vége. p3°: a pP{UAST} vektorban talalhaté P-elem 3° vége. Hsp70Bb: a transzgén promdtere. *: a beépiteni
kivant transzgén. SV40: poliadenilacios szignal. white: piros szemszint okoz6é dominans marker gén, mely a
Drosophila transzformansok szelekciojat biztositja. ampR: ampicillin rezisztencia gén, a bakterialis
transzformansok szelekcidjat biztositja. pUCS: pUCS bakterialis vektor szekvencia, mely a bakterialis replikaciot

biztositja.

Ez a vektor 6t, egymas mellett elhelyezkedd és optimalizalt Gald kotéhelyet tartalmaz a
poliklénozé helytdl, azaz az indukélni kivant génilink beillesztési helyétdl 5° irdnyban. A
kiilonb6z6 konstrukciokat tartalmazé plazmidokat Drosophila embriokba injektaltuk a P-elem
beépiiléséhez sziikséges transzpozaz forrast tartalmazo segéd (helper) plazmiddal egyiitt. A
transzgént hordozo allatok térképezése €s torzsbe allitdsa (lasd: Anyagok és moddszerek) utan
szdmos fliggetlen beépiilést hordozé n. responder vonalat kaptunk. Ezekben a torzsekben a
transzgéniink nem expresszalodik, mert a termeltetni kivant fehérjénk, a responder

expressziojahoz sziikséges a Gal4 jelenléte, igy ezekben a vonalakban a Gal4 fehérje
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hidnyaban géniink transzkripcionalisan inaktiv marad. Ahhoz, hogy aktivaljuk a transzgéniink
transzkripcidjat, a responder torzseket olyan torzsekhez keresztezziik, melyek a Gal4-et
meghatdrozott szovet- és/vagy fejlodésspecifikus mintdzat szerint termelik. Ezeket a torzseket
driver torzseknek nevezziik. Ezen keresztezés utédnemzedéke a respondert olyan
transzkripcionalis mintazat szerint termeli, amely megfelel a driver térzs Gal4 expresszios
mintazatanak.

Az els6ként felhasznalt konstrukciok a p54 alegység N- illetve C-terminalis felét tag nélkili
valtozatban kodoltak a pP{UAST} vektorba klonozva. Ezeket a konstrukcidkat kiilon-kiilon
helper plazmiddal egyiitt Drosophila embriokba injektaltuk, majd a transzformansokbol
fliggetlen beépiiléseket reprezentdlo transzgénikus vonalakat hoztunk létre. Tizenkét fliggetlen
vonalat kaptunk (C1-12), melyek a p54 C-terminalis felét kodold P-elemet hordozzak és
tizennégy olyan fiiggetlen vonalat (N1-14), melyek a p54 N-terminalis felét kodolo P-elemet
hordozzak. Ezeket a vonalakat kiilonboz6 driver torzsekhez kereszteztiik, melyek a Gal4
fehérjét a teljes fejlodés soran, minden szdvetben termelik, ezek az altalanos driverek (lasd:
Anyagok ¢és modszerek) valamint olyanokhoz, melyek a Gal4-et meghatarozott

szovetspecifikus mintazatnak megfeleléen expresszaljak (szovetspecifikus driverek).

A transzgénikus Drosophila melanogaster torzsek jellemzése

Azok a Drosophila torzsek, melyekben a p54 N-terminalis felét az altalanos driverek
iranyitasa alatt expresszaltattuk, nem mutattak semmilyen fenotipikus valtozast, noha
Western-blottal ki tudtuk mutatni a p54 N-terminalis fehérje magas fokl expressziojat
ezekben az allatokban (18. abra).

Ezzel 0Osszhangban, a szovetspecifikus driverekkel indukalva az N-terminalis fehérje

termelddését, szintén nem kaptunk fenotipusbeli valtozast.
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18. abra: Az actin 5C-Gal4 és a daughterless-Gal4 driverekkel meghajtva az N-
terminalis p54-et kodoléo respondert, az indukalt transzgénikus torzsekben az N-

terminalis p54 fehérje termelédése kimutathato.

Az N4, N12 és N15-6s jelli, az N-terminalis p54-et kodolo responder térzseket Osszekereszteztiik actin 5C-Gal4
vagy daughterless-Gal4 driver torzsekkel, és immunoblot technikaval vizsgaltuk az utdédokban a transzgén
expressziojat a p54 C-terminalisan 1évo epitopot felismeré monoklonalis ellenanyag (mAb 170) és a p54 fehérje
N-terminalisat is felismer6 poliklonalis ellenanyag (pAb-Rsa) segitségével.

K: kontroll, nem indukalt torzs, act: actin 5C Gal4 driver, da: daughterless-Gal4 driver

Ezzel szemben minden olyan toérzsbe tartozo allat, mely a p54 C-terminalis felét termelte az
altalanos driverek valamelyikének iranyitdsa alatt, legkésobb az L3 larva stddiumban
elpusztult. Western-blottal ebben az esetben is kimutattuk a C-terminalis p54 fehérje
termelddését, mely embrionalis kortdl kezdve végig az egyedfejlédés sordn az N-terminalis

félhez hasonléan magas szinten expresszalodott: embrid allapotban az endogén p54- gyel
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Osszemérhetd szinten, a kiilonb6z6 larva allapotokban pedig az endogén p54 mennyiségét

tobbszordsen meghaladd mértékben (19. abra).

A embridk larvak B
Ci8| K| |C18] K
da da
E L1 L2 L3 L3
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19. abra: A C-terminalis p54 fehérje termelédésének kimutatasa a daughterless-Gal4
driverrel meghajtott, C-terminalis p54 gént hordozo C18-as jelii responder torzsbe

tartozo embriokbol és kiillonb6zo kora larvakbol.

(A) A C-terminalis p54 expresszidjat immunoblot technikaval ellendriztik embridkbol és larvakbol késziilt
kivonatokbol immunoblot technikaval, a p54 alegységre specifikus mAb felhasznalasaval.

da: daughterless-Gal4 driver, K: kontroll, driverrel nem meghajtott responder torzs, Asc 170: a p54 alegységre
sprcifikus mAb 170

(B) A C-terminalis p54 expressziojat, illetve az endogén p54 fehérjéhez viszonyitott mennyiségét
nyomonkdvettiik a kiilonboz6 fejlédési allapotokban az (A) pontban leirtak szerint.

E: embri6, L1, L2, L3: egymast kdvetd larva allapotok

A p54 fehérje C-terminalis felét termeld, mutans L3 allapota larvak esetén azt talaltuk, hogy a

kontroll torzshoz képest kisebb az agyuk és az imagd korongjaik, mely fenotipus gatolt
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proteaszoma funkcidra utal. A legmeglepdbb fenotipusa azonban ezeknek a larvaknak az
elébél kitagulasa (20. abra), melynek pontos okat nem ismerjiik. Valoszinilleg bizonyos
specialis, a bélben lezajlo folyamatok, mint példaul a felszivodas vagy a perisztaltika,

kiilondsen érzékeny lehet a C-terminalis fragment taltermelésére.

kontroll C-terminalis p54-et expresszalé mutans larvak

20. abra: A C-terminalis p54-et az actin 5C-Gal4 altalanos driver iranyitasa alatt
expresszald mutans L3 allapotu larvak ¢és nem indukalt kontroll larvak

fénymikroszkopos képe.

Ugyanakkor a C-terminalis p54-et a szarnydiszkusz abdominalis felében, az engrailed-Gal4
driver irdnyitdsa alatt termeld muslicdkban mutans szarnyfenotipust figyeltiink meg (21.
abra): a szarny abdominalis fele a vad tipuséhoz képest kisebb volt, valamint a poszterior
keresztvéna és az V. véna vége elagazott. A fenotipus a CyO dominans markert hordozo
allatokon kifejezettebben mutatkozott meg. Esetiikben a szarny teljesen dsszecsavarodott, és a

poszterior sejtben egy plusz véna jelent meg.
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GFP-t és a p54 C-terminalis felét az engrailed-Gal4

- : N vad tipusu és mutans felnétt szarny
driver kontollja alatt expresszalé babok

21. abra: A C-terminalis p54 fehérjét az engrailed-Gal4, UAS-GFP szarnyspecifikus

driver iranyitasa alatt termel6 adult legyek mutans szarnyfenotipust mutatnak.

(A) A C-terminalis p54 fehérjét az engrailed-Gal4 driver iranyitasa alatt termeld babok szarnydiszkuszai
floureszcens mikroszkopban zold fénnyel vilagitanak, ami arra utal, hogy a transzgén kifejezédik benniik.

(B) A C-terminalis p54 fehérjét az engrailed-Gal4 driver iranyitasa alatt termeld adult legyek szarnyanak

abdominalis fele fénymikroszkdpban vizsgalva a vad tipushoz képest kisebb, az erezete pedig durvabb.

Ezutan arra voltunk kivancsiak, vajon a rekombinans N-terminalis valamint a C-terminalis
p54 képes-e in vivo beépiilni a Drosophila 26S proteaszomaba. Ezért gélsziirési
kromatografiat hajtottunk végre Superose 6 oszlopon, az actin 5C-Gal4 altalanos driver
irdnyitasa alatt az N-termindlis p54-et termeld felndtt allatokbol, valamint a C-termindlist
termeld L3 allapota larvakbol. A gélsziirési kromatografia €s az azt koveté immunoblot
analizis bebizonyitotta, hogy az N-termindalis p54 képes beéplilni a proteaszomaba, mivel e fél
p54 darab az endogén p54-gyel és a tobbi proteaszéma alegységgel megegyez6 frakciokban
elualodott az oszloprol (22A és B dbra). Ezzel ellentétben a C-termindlis p54 fehérje nem
tudott beépiilni a proteaszOmaba. Ezen eredmények Osszhangban dallnak az irodalmi
adatokkal, miszerint az alegység N-terminalis fele felelds a p54 fehérje proteaszémaéba torténd

beépiiléséért.
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22. abra: Az N-terminalis p54 fehérje beépiil a 26S proteaszomaba.

Az N-terminalis p54 fehérjét termeld felnott allatokat feltartuk proteaszoma pufferben. A mintat lecentrifugaltuk,
majd felvittiilk Superose 6 gélszliré oszlopra. Az elvalasztott fehérjéket immunoblot technikaval vizsgaltuk
tovabb a p54 elleni poliklonalis ellenanyaggal (A) valamint harom RP alegység (p54, p42C, p39A) elleni és egy
CP alegység (al) elleni monklonalis ellenanyaggal (B).

Posztszintetikusan modositott p54 C-terminalis formak azonositasa

Mivel in vitro eredményeink azt mutattdk, hogy a proteaszoma RP-bdl disszocialt p54
kolcsonhat szamos nem-proteaszomalis fehérjével, melyek koziil bizonyosaknak szerepe lehet
a pb54 proteaszomaba torténd visszaépiilésében, mig masoknak a p54 esetleges
posztszintetikus modositasaban, ezért tovabbi célul tliztiik ki, hogy megallapitsuk, a p54-nek
milyen szerepe, sorsa van a proteaszoman kiviil, azonositsuk in vivo kdlcsonhaté partnereit, €s
esetleges poszttranszlacios modositasait. Annak érdekében, hogy megtalaljuk és azonositsuk
ezeket a fehérjéket, illetve poszttranszlacidosan modositott formaékat, létrehoztunk olyan

transzgénikus Drosophila torzseket is, melyek a p54 kiilonb6z6 formainak affinitas taggel
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ellatott valtozatait expresszaljak. E célra a széles korben hasznalt FLAG-tag mellett, az Gn.
Strep-cimkét valasztottuk. A Strep-cimke, a FLAG-cimkéhez hasonléan egy rovid tag, igy
altalaban nem gatolja fuzids partnerének biologiai aktivitasat. A Strep-tag fehérjetisztitasi
rendszer alapja, hogy egy sztreptavidin szarmazék, melyet Strep-Tactin-nak neveznek, képes
szelektiven megkdtni a Strep cimkével ellatott fuzios fehérjéket. Ez a modszer alkalmazhato
szinte barmely rekombinans fehérje egy Iépésben torténd tisztitasara fiziologiai koriilmények

kozott, ezaltal lehetové teszi a kolcsonhatd partnerek egyiittes tisztitasat is (23. abra).

rekombinans
fehérje

O

1

23. 4bra: A Strep-Tactin® affinitias kromatografia elvének sematikus bemutatasa.

-

kapcsolddo fehérjék

T,

oszloptoltet

A transzgénikus Drosophila torzsekkel termeltethetd affinitas cimkével ellatott p54-
szarmazékok a kovetkezoek: a teljes hosszasagu p54, annak N-terminalis fele, C-terminalis
fele ¢és a teljes hosszisagh p54 fehérjének egy pontmutans Strep-taggel rendelkezd valtozata,
melyben a 11-es pozicidoban 1év6 aszparaginsavat arginin aminosavra cseréltiink ki (D11R), és
amely mutécidt hordozo p54 fehérje élesztoben, irodalmi adatok szerint nem képes beépiilni a
proteaszomaba. Ezenkiviil 1étrehoztuk a p54 C-terminalis fehérje dupla taggel (FLAG-p54-C-
terminalis-Strep) ellatott valtozatat termeld torzseket is, valamint egy olyan tdrzset, mely a
p54 C-terminalis felét hdvel indukalhatdo modon termeli (1asd: Anyagok és modszerek).

Hasonloan a tag nélkiili valtozatokhoz, az N-terminalis, ezen kiviil a teljes hosszusagu ¢és a
pontmutans, Strep-taggel ellatott p54-et altalanos driver irdnyitdsa alatt termeld muslicdk
¢letképesek, nem mutatnak fenotipikus valtozast, mig a Strep-taggel rendelkezé C-terminalis

p54-et termeld torzsek egy része a tag nélkiili valtozathoz hasonldéan kés6i L3 larvaallapotig,
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mig 1-2 torzs baballapotig ¢l el. A dupla taggel ellatott C-termindlis pS4-et altalanos driver
iranyitasa alatt termeld torzsek pedig teljes mértékben életképesek. Ezek a kiilonbségek
valésziniileg az expresszi6 szintjének kiilonbségével ¢s az affinitds cimke funkciot
befolyasold hatdsdval magyarazhatéak. A hoével indukalhaté torzsek esetében barmely
fejlodési stadiumban indukalhaté a Strep-p54 C-termindlis fehérje termelddése. Ha a
transzgén indukcidja a babozodast kovetden tortént, abban az esetben fenotipikus valtozas
mar nem volt megfigyelhetd. igy baballapotban indukalva a C-terminalis p54 fehérje
termelddését, biokémiai kisérletekre sokkal jobban alkalmas, konnyebben kezelhetd feln6tt

allatokat tudtuk hasznalni.

T Atf M1 M2 M3 M4 E

endogén p54 —— s -
genp - == modositott p54 C-
terminalis formak
o B
C-terminalis p54 —— - - -
— —— _
Asc 170

24. abra: A Strep-p54 C-terminalis fehérje affinitas kromatografias tisztitiasa Strep-
Tactin® spin-column-on.

A Strep-p54 C-terminalis fehérjét daughterless-Gal4 driver iranyitasa alatt termeld larvakbol készitett mintat
affinitas-tisztitottuk Strep-Tactin affinitds kromatografids cenrtifugalhaté csovecskében, majd a teljes
extraktumot (T), az oszlopon atfolyd (Atf), a mosé (M1, M2, M3, M4) frakciokat és az oszloprél 2mM D-
biotinnal eludlt frakcidkat immunoblot technikaval vizsgaltuk tovabb a p54 alegységre specifikus mAb 170

segitségével.
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Mivel, mint lattuk a p54 alegység C-terminalis fele nem képes beépiilni a proteaszomaba,
ezért a pS54 alegység ingazo ciklusa ezen fél p54 darab esetében nem tud végbemenni, a
fehérje proteaszoman kiviili allapota stabilizdlodik, igy alkalmas az alegység
extraproteaszomalis szerepének vizsgalatara. Ezért a kovetkezd kisérletekhez a p54 fehérje C-
terminalis felét taggel rendelkezd formédban expresszald kiilonféle torzseket hasznaltuk.
Elséként Strep-Tactin® MacroPrep® affinitds kromatografiat végeztiink a Strep-taggel ellatott
C-termindlis fehérjét a daughterless-Gal4 4ltalanos driver irdnyitasa alatt expresszald
larvakbol.

A 24. abran lathato, hogy a teljes extraktumban (T) csak az endogén p54 és a C-terminalis
p54 reagalt a p54 alegységre specifikus monoklondlis ellenanyaggal. A rekombinans fehérje
az endogén fehérjénél magasabb szinten expresszalodik. Az affinités tisztitas utdn az endogén
p54-et nem tudtuk kimutatni az elualt frakcidokban, hiszen Strep-tag hidnyadban nem kotodik az
oszlophoz, ugyanakkor azt talaltuk, hogy a C-terminalis p54 fehérjét expresszalod torzsek
eludtumaiban szamos magasabb molekulatomegli p54 szdrmazék dusul fel, mely formak a
teljes extraktumban nem megfigyelhetéek, mert viszonylag kis mennyiségben vannak jelen,
¢és csak az affinitds tisztitds utdn valnak jol lathatova. Ezek a magasabb molekulatomegii
formak a p54 C-terminalis fehérje posztszintetikusan modositott formdinak felenek meg, és a
driverrel nem meghajtott kontroll torzsek Strep-Tactin MacroPrep affinitds kromatografia
eluatumaiban, hasonléan a C-termindlis fragmentumhoz, ezek a formak sem figyelhetdk meg.
Ugy gondoljuk, hogy a posztszintetikusan modositott formék jelenléte megmagyarazhatja a
tultermelt C-termindlis p54 altal okozott letalitast, ezért a tovabbiakban ezen modositott p54
szarmazékok meghatarozasara Osszpontositottunk. A Strep-Tactin affinitds kromatografia
eluatumai azonban til szennyezettnek bizonyultak, tapasztalataink szerint ugyanis az affinitas
oszlopok rendkiviil sok fehérjét képesek aspecifikusan megkotni. Ezért kiilonb6zo
modszereket probaltunk ki az aspecifikus kotés csokkentésére, mint pl. az eluciét megel6zd
lépésben az oszlop 0,1%-o0s tritonnal; 0,5 M guanidin-hidrokloriddal; 2% N-lauril-
szarkozinnal vagy 1 M-os, illetve 4 M-os NaCl-dal, t6rténé mosasa. Osszehasonlitva az
immunoblotot és a festett géleket a guanidines mosas tiint a legmegfelelobb modszernek, mert
viszonylag tiszta preparatumot adott, viszont a pS4 C-terminalis fehérjének, és a magasabb
molekulatomegli szarmazékainak az oszlophoz kotddését nem zavarta meg. A Strep-taggel

rendelkez6 p54 C-terminalis fehérjét termeld torzsekkel végzett Strep-affinitas kromatografia
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eluatumait SDS-poliakrilmaid gélen megfuttatva, majd megfestve, a megfeleld
fehérjecsikokat kivagtuk és tomegspektrometriai analizisnek vetettiik ald. Tobb érdekes
eredményt is kaptunk, tobbek kozott kiilonbozé fehérjék ubikvitinalt formait, de sajnos
kidertilt, hogy még ez a modszer sem eredményezett megfelelden tiszta prepardtumot ahhoz,
hogy a modositott p54-szdrmazékokat azonosithassuk. Ezért a tovabbiakban az affinitas
kromatografidk eluatumait kétdimenzios gélelektroforézissel valasztottuk el. Ennek soran az
elsd dimenzidban egy izoelektromos fokuszalasi 1épést alkalmaztunk, mely a fehérjéket
izoelektromos pontjuk alapjan szeparalja, mig a masodik dimenziéban hagyomanyos SDS-
PAGE-t. Ennek a mddszernek az elonye, hogy kihasznalhattuk a C-termindlis p54 fehérje és
modositott szarmazékainak extrém savas izoelektromos pontjat, igy joval nagyobb felbontast
¢és a tomegspektrometriai vizsgalatokhoz tisztabb prepatatumokat nyerhettiink.

A Strep-p54 C-terminalis fehérjét héindukéalhaté mdédon termeld egy napos felndtt allatokat 3
napon keresztiil hésokkoltuk 30 °C-on, hogy ezaltal idézziikk elé a rekombinans fehérje
termelddését. Ezutan a muslicékat feltartuk, majd Strep-Tactin MacroPrep kromatografiat
kovetéen immunoblot technikaval a p54 alegységre specifikus mAb segitségével
azonositottuk a C-terminalis p54-et ¢s mddositott formait tartalmazo csucsfrakciokat. Ezeket a
frakciokat osszedntottiik és ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit-tel kicsaptuk, majd 3-10 pH-jq,
erdsen kaotrop izoelektromos fokuszald pufferben vettiik fel. A mintat két parhuzamos gélen
futtattuk, az egyik gélt immunoblot technikaval vizsgaltuk tovabb a p54 fehérjére specifikus
mADb segitségével (25. abra), a masikat pedig a tomegspektrometriai vizsgalatokkal

kompatibilis eziist-festési modszerrel megfestettiik.
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25. abra: A Strep-C-terminalis p54 fehérje és poszttranszlaciésan modositott

szarmazékai 2-D gélelektroforézissel elvalasztva és immunoblot technikaval vizsgalva.

A 3/4 7SC hosokkal indukalhato torzsbe tartozo felnétt allatokat 3 napig hdsokkoltuk, majd a Strep-taggel
ellatott p54 C-terminalis fehérjét és annak poszttranszliciosan modositott szarmazékait Strep-Tactin®
MacroPrep® kromatografiaval kitisztitottuk. A kromatografia csucsfrakcioit tovabb tisztitottuk ReadyPrep™ 2-D
Cleanup Kit (Bio-Rad) segitségével, majd kétdimenzids gélelektroforézisnek vetettiik ala. Az elsé dimenzidoban
izoelektromos fokuszalassal, izoelekromos pontjuk alapjan valasztottuk el a fehérjéket pH 3-10-ig, a masodik
dimenzidban pedig molekulatomegiik alapjan SDS-PAGE-sel. Az elvalasztott fehérjéket immunoblot

technikaval vizsgaltuk tovabb, a p54 alegységre specifikus mAb 170 segitségével.

A festett gélen az immunoblot alapjan azonositottuk a p54 immunoreaktiv foltokat, melyek a
C-termindlis p54-nek és modositott szarmazékainak felelnek meg. Ezeket a foltokat kivagtuk
¢s MALDI-TOF tomegspektrometriai analizisnek vetettiik ala.

Ezekkel a kisérletekkel parhuzamosan megprobalkoztunk in vitro a C-terminalis p54 fehérje
modositott formainak kialakitasara. Ehhez E. coli-ban termeltetett kitin-k6t6 domén (CBD) —
pS54 C-terminalis fehérjét hasznaltunk. A rekombinans fehérjét kitin gyongydkon
megkotottik, majd a nem kotoédott fehérjéket az oszloprél lemostuk. Ezutdn a kitin
gyongyokon immobilizalt C-terminalis p54 fehérjét 2 oran keresztiil, szobahdmérsékleten
inkubaltuk Drosophila embriokbol készitett kivonattal vagy anélkiil. A gyongyoket ezutan
mostuk, majd a gyongyokhoz kotédott fehérjéket 1% SDS tartalmu pufferrel elualtuk. A 26.
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abran lathatd, hogy a rekombinans fehérje 2 6ran keresztiil embrid extraktummal torténd
inkubacidja soran az Osszes in vivo megfigyelheté posztszintetikusan moédositott forma in

vitro is kialakult.

a C-terminalis p54 - |
fehérje in vitro
modositott formai
& ——— CBD-C-term.-p54
CBD-C-term.-p54 + +
embridkivonat + -

26. abra: A rekombinans kitin-koté domén (CBD, chitin binding domain) -C-terminalis
p54 fehérje in vitro médositasa.

E. coli-ban termelt rekombindns CBD-p54 C-terminalis fehérjét kitin gyongyokon immobilizaltunk. A
gyongyoket mostuk proteaszoma pufferrel, majd 2 o6ran keresztiil szobahémérsékleten Drosophila embriokbol
késziilt extraktummal vagy a nélkiil inkubaltuk. Ezutan er6teljes mosas utin az oszlophoz kot6d6 frakciokat 1%
SDS-t tartalmazd proteaszoma pufferrel eludltuk, majd az eluatumokat immunoblot technikaval vizsgaltuk

tovabb a p54 alegységre specifikus mAb 170 segitségével.

A 26. 4bran bemutatott immunoblot elsd zsebében lathatd, kitin oszloprél eludlt pS4
szarmazékokat a feljebb leirt modon kétdimenzids gélelektroforézisnek vetettiik ald, azzal a
kiilonbséggel, hogy az izoelektromos fokuszalasi 1épéshez egy szlikebb és nem linedris pH
gradienst (pH 3-6,5NL) alkalmaztunk. A p54 immunoreaktiv foltokat az eziist festett gélen
azonositottuk, kivagtuk, és szintén MALDI-TOF MS vizsgalatnak vetettiik ala.
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A tomegspektrometriai vizsgalatok mind az in vitro mind az in vivo mintakbol jelenleg is
folynak. Eddig a két alacsonyabb molekulatomegii foltbol a p54 fehérjét sikeriilt kimutatni, a
magasabb molekulatomegii foltokbol a p54 fehérje mellett az ubikvitint is, ami arral utal,
hogy az immunoblotokon megfigyelt posztszintetikus moédositadsoknak legalabb egy része
nagy valoszinliséggel ubikvitinacid. Ennek egyértelmii bizonyitdsdhoz azonban még tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

Az eredmények osszefoglalasa

In vitro a feleslegben adott Zn?*, illetve a Zn?" elvonasanak a Drosophila 26S proteaszomara
gyakorolt hatds nak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a Drosophila 26S proteaszoma Zn%*
jelenlétében RP és CP alkomplexumokra valik szét, a p54 alegység pedig levalik a
alkomplexumban és a 26S proteaszéma peptidaz aktivitdsanak elvesztéséhez vezet. A Zn**-
indukalta strukturalis és funkcionalis valtozasok teljes mértékben reverzibilisnek bizonyultak.
A Zn®* eltavolitasat kovetden a pS4 visszaépill a RP-ba, a 26S proteaszoma ujra
kovetben kolcsonhat egy sor fehérjével, tobbek kozott a Hsp82-vel, mely fehérjének szerepét
a 268 proteaszoma Ujra dsszeszerelddésében bizonyitottuk. A proteaszémabol disszocialt pS4
kolesonhato partnerei kozott a Hsp82 hdsokkfehérjén kiviil az Smt3 SUMO-aktivalo enzimet
is sikeriilt azonositanunk. Elesztd két-hibrid technikaval in vivo is bizonyitottuk a p54-nek az
Smt3 SUMO-aktivaldo enzimmel kialakitott kolcsonhatasat. E kolcsonhatas funkciondlis
jelentdseégét tovabb erdsiti azon megfigyelésiink is, hogy a p54 alegység a DmUbc9 SUMO-
konjugal6 enzimmel is kdlcsonhatasat alakit ki in vivo.

A p54 ciklikus valtozasanak in vivo tanulmanyozasara transzgénikus Drosophila
melanogaster torzseket hoztunk 1étre, melyek a teljes hosszsagu p54 fehérjét vagy annak C-
illetve N-terminalis felét termelik affinitas cimkével (Strep-tag) jelolt, illetve a nélkiili
formaban. Azok a Drosophila torzsek, melyek a teljes hosszisagi p54-et vagy a p54 N-

termindlis felét embriondlis kortdl kezdve, minden szdvetben expresszaltdk, nem mutattak
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fenotipikus valtozast. Gélsziirési kromatografiaval kimutattuk, hogy az affinitas cimkével
ellatott teljes hosszusagu és az N-terminalis p54 darab képes beépiilni a proteaszomaba.

Ezzel szemben minden olyan transzgénikus allat, mely a p54 C-termindlis felét termelte,
legkésobb az L3 larvastadiumban, valamint az affinitds cimkével jelolt format expresszald
torzsek esetében legkés6bb baballapotban elpusztult. A C-terminalis p54-et termeld mutans
larvak esetén azt talaltuk, hogy a kontroll torzshéz képest kisebb az agyuk és az imago
korongjaik, mely fenotipus gatolt proteaszéma funkciora utal.

A Strep-cimkével ellatott C-termindlis p54 fehérjét expresszald larvakbol késziilt mintdkbol
Strep-affinitas kromatografias tisztitast végeztiink. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a C-
termindlis p54 fehérjét expresszalod torzsek eludtumaiban szdmos magasabb molekulatomegii
p54 szarmazék dusul fel, melyek a p54 C-terminalis fehérje posztszintetikusan modositott
formainak jelenlétére utaltak. Ugyanakkor a p54 fehérje C-terminalis felének kitin-kotd
doménnel fuzionalt formajanak segitségével in vitro is kialakitottuk a p54 fehérje modositott
formait. MALDI-TOF tomegspektrometriaval mind az in vivo, mind az in vitro mintakbol
kimutattuk, hogy a posztszintetikusan modositott formak a p54 fehérje ubikvitinalt formainak

felelnek meg.
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Az eredmények targyalasa

A Zn?* egy, a proteaszoma sokkal altalanosabb és sokrétiibb effektoranak tiinik, mint azt
kordbban gondoltdk (111, 112). Azon kiviil, hogy nélkiilozhetetlen szerepe van a
multiubikvitinalt szubsztratfehérjék ubikvitin egységeinek lehasitdsaban ¢és a teljes
proteolitikus lebontasi ciklusban, mi a kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a Zn?" nagyfoku
szerkezeti atrendezddéseket és a 26S proteaszoma funkciodjat is érintd valtozasokat képes
eléidézni Drosophilaban. Feleslegben adott Zn?* hatasara ugyanis a Drosophila 26S
proteaszoma szétvalik RP-ra és CP-ra, mely folyamatot a proteaszoma ubikvitin receptoranak,
fehérje kolcsonhatdsok megvaltozasat, azaz az alegységek nagymértékli atrendezddését
eredményezi a fedél alkomplexumban. Ezzel szemben 1Ugy tlnik, hogy az alap
alkomplexumhoz tartoz6 ATP-az gylr(i szerkezete fennmarad, kémiai keresztkotéssel
detektalhatd, nagy alegység-atrendezddések nem torténnek. A RP disszociacioja
kovetkeztében a proteaszoma peptidaz aktivitasa megsziinik.

Eukariota sejtekben a teljes intracellularis Zn®* koncentracio koriilbeliil 200 uM (191),
ugyanakkor a sejten beliili szabad Zn?* koncentracié csak nanomoldris nagysagrendii. Ezért
felvetddhet a kérdés, vajon van-e in vivo relevanciaja a dolgozatban bemutatott in vitro
kisérleteknek, hiszen a Zn?* koncentracié, mely a proteaszoma szerkezeti és miikddésbeli
véaltozasanak kivaltasidhoz sziikségesek joval magasabb, mint a szabad intracellularis Zn?*
koncentracio.

A hatés specificitasat egyrészt maguk a kisérleti eredményeink tdmasztjak ald, masrészt az
egyre gyarapodo hasonldé témaji irodalmi adat, valamint sajat, éppen ebbdl a célbol
megvalositott in vivo kisérleteink.

A Zn?* hatas specificitasat és fiziologiai relevanciajat alatdmaszté megfigyelésiink a Zn?*
indukalta strukturalis és funkcionélis valtozasok reverzibilitasa: a Zn?* eltavolitasat kdvetden
a p54 alegység visszaépiil a RP-ba, a 26S proteaszomak tijra dsszeszerelddnek és visszanyerik

peptidaz aktivitasukat.
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A hatas specificitasat bizonyitja az az eredményiink is, miszerint az egy¢b tesztelt bivalens
kationok nem tudjak eldidézni ezeket a szerkezeti és miikddésbeli valtozasokat.

A sejten beliil a Zn?* nagy része specifikus Zn?* transzporterekhez kotott, melyek ezt az
esszencialis fémet a kiilonféle biologiai folyamatokhoz szallitjak (192, 193). Egy biologiai
folyamat beinditisahoz sziikséges kritikus Zn?" koncentraciot példaul lényegesen
lecsokkentheti, ha egy specifikus Zn?* transzporter a Zn?* iont megfelelé pozicioban az
akceptor molekulahoz szallitja.

A 26S proteaszoma 0sszeszerelddési és szétvalasi ciklusa kétféle modon torténhet: az ATP-
fiiggd ciklus soran a p54 fehérje folyamatosan RP-kotott allapotban van, mig a Zn?* ciklus
soran reverzibilisen ingazik a RP-kotott és szabad allapotok kozott. Mindkét mechanizmus
igényel azonban nem proteaszomalis, Osszeszerelodést eldsegitd faktorokat: az
Osszeszerel6dés nem torténik meg homogenitasig tisztitott 26S proteaszoma preparatumok
esetében. Az ATP - és a Zn®" - fiiggd ciklusokhoz sziikséges faktorok valdsziniileg nem
teljesen azonosak, mivel a részlegesen tisztitott Drosophila 26S proteaszoma DEAE-
fractogel frakciojaban a Zn?" -fliiggd Osszeszerelédés majdnem teljes, mig az ATP-fiiggd
folyamat csak részleges.

Kétféle bizonyitékkal is szolgaltunk arra nézve, hogy a Zn?" jelenlétében kémiai
keresztkotéssel azonositott fehérjék és a pS4 alegység kolcsonhatasanak funkcionalis
kapcsolata van.

Elészor is a homogenitasig tisztitott 26S proteaszoma preparatumban a Zn?* indukalta
strukturalis és funkcionalis valtozasok nem reverzibilisek, a cink eltavolitisa utan a
proteaszOma nem renaturdlodik. A tomegspektrometriaval a f6 p54 kolcsonhatd partnerként
azonositott Hsp82 fehérje elésegiti a Zn?* - kezelt, homogenitasig tisztitott Drosophila 26S
proteaszoma részleges Osszeszerelddését. Ezt az eredménylinket alatdmasztja az az irodalmi
adat is, mely szerint az éleszté Hsp90 chaperone-nak, mely a Drosophila Hsp82 ortologja,
fontos szerepe van az élesztdé 26S proteaszoma Osszeszerelddésében ¢és szerkezeti
integritdsanak fenntartisaban: ha egy hoémérsékletérzékeny élesztd mutinsban (Hsp90®)
magas hdomérsékleten torténd inkubacid révén inaktivaljuk a Hsp90 fehérjét, a 26S
proteaszoma RP-ra és CP-ra valik szét, és elvesziti peptidaz aktivitasat (189). A disszocialt
alkomplexumok Hsp90 fliggé modon szerelédnek Gssze in vivo és in vitro egyarant. Sot,

genetikai interakciot taldltak a Hsp90 és szamos RP nem ATP-4z alegység kozott. Ezek koziil
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a Hsp90 és a pb54 kozotti genetikai interakcid okozta a legerésebb fenotipikus valtozast. A
Drosophila Hsp82 fehérje azon képessége, hogy elbsegitse a 26S proteaszoma részleges
Osszeszerel6dését azt jelzi, hogy az in vivo és in vitro Osszeszerel6dési mechanizmusok
konzervaltak az ¢leszt6 és a Drosophila kozott. Eredményeink ugyanakkor azt sugalljak, hogy
a Hsp82 mellett egyéb Osszeszerelodési faktor(ok), mint a Hsc70Cb vehet(nek) részt a
renaturaciés folyamatban, mely a 26S proteaszoma Zn?* kezelést kovetd tokéletes
Osszeszerelddéséhez sziikséges.

Az a megfigyelés, hogy a p54 és az Smt3 SUMO-aktivalo enzim nemcsak in vitro, hanem in
vivo is kolcsOnhatast mutatnak, fontos bizonyitéka a kémiai keresztkotési modszeriinkkel
kapott eredmények funkcionalis jelentdségének. Elesztd két-hibrid kisérletiink tovabbi
bizonyitékot szolgaltatott e kolcsonhatas fiziologiai jelentoségére, mivel kimutatta, hogy
nemcsak az Smt3 SUMO-aktivalo enzim, hanem a DmUbc9 SUMO-konjugald enzim (190) is
kolecsonhat in vivo a p54 alegységgel. Az Smt3 és a DmUbc9 enzimek katalizaljak a fehérje
szumoilacio elsd két 1épését. Szamos RP alegység szumoilacigjat kimutattdk nemrégiben
affinitastisztitast kovetd tomegspektrometiaval (194).

Ahhoz, hogy feltarjuk a 26S proteaszoma in vitro megfigyelt Zn?* indukalta véaltozasainak
bioldgiai jelentdségét, természetesen sziikséges bebizonyitani, hogy a Zn?" hasonld
valtozasokat idéz elé in vivo. Az in vivo folyamatban résztvevé Zn?* transzportert és a
folyamatot aktivaldo szabalyozo kaszkadot pedig azonositani kell. Egy nemrégiben kozolt
megfigyelés szerint HeLa sejtekben a Zn?' ionofér pirrolidin-ditiokarbamat cink ionokkal
torténd egylittes alkalmazasa gatolja szamos kulcsfontossdgu proteaszémalis szubsztrat, mint
példaul a p53 vagy a p21 proteaszéma fiiggd lebontasat (195). Ez a felfedezés alatamasztja azt
a feltételezésiinket, miszerint a Zn?* befolyasolja a proteaszoma miikddését és az in vitro
megfigyelt valtozasokkal megegyez6, vagy ahhoz hasonlo valtozasokat idézhet ¢l6 in vivo.

A multiubikvitinalt szubsztratok felismerésének ingazé modellje szerint a proteaszoma
ubikvitin receptora el6szor disszocial a RP-bol, majd megkoti a multiubikvitinalt
szubsztratfehérjét és a proteaszomahoz szallitja. A p54 azon képessége, hogy szabalyozott
modon képes disszocialni a RP-bdl és meg tudja kotni a multiubikvitinalt fehérjéket in vitro
(196, 134, 127), nagymértékben alatamasztja az ingazé modell helyességét. A szabad p54,
mely szamos faj frissen készitett nyers extraktumaban megfigyelheté (134, 197, 198) a

multiubikvitin receptor in vivo disszocialt frakciojanak felelhet meg.
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Babbitt ¢s munkatarsai (197) eredményeink publikélasaval egyidoben arr6l szamoltak be,
hogy anti-FLAG affinitds kromatografiaval tisztitott 26S proteaszomak szamos proteaszéma
kolcsonhato fehérjével (PIPs, proteasome interacting proteins) kolcsonhatdsban elualodtak az
oszloprol. ATP jelenlétében a PIP —k levalnak a 26S proteaszomardl, és ezt a folyamatot a
26S proteaszoma RP-ra és CP-ra torténd szétvaladsa, valamint az RpnlO alegység
kel, azaz épp nem végeznek proteolizist in vivo, nem szerelddnek szét ATP jelenlétében.
Ugyanakkor ezek a 26S proteaszoma partikulumok ATP hianyaban valnak szét RP-ra és CP-
ra, de ebben az esetben az Rpnl10 alegység stabilan a RP része marad, abbdl nem valik ki. Ez
a kétféle szétvalasi folyamat nagyon hasonlé a mi in vitro rendszeriinkben megfigyelt
szétvalasi folyamatokhoz. A Zn?* esetleges szerepének kimutatasa ebben a folyamatban
tovabbi bizonyitékul szolgalhat a cink-hatas alatdmasztasara.

Transzgénikus Drosophila melanogaster toérzsekkel végzett in vivo kisérleteink azt mutattak,
hogy a p54 N-terminalis felének és a teljes hosszsagu p54 alegységnek a tultermelése nem
okoz fenotipikus valtozast. Ugyanakkor azt talaltuk, hogy a teljes hosszusagu alegység és az
N-terminalis p54 képes beépiilni a RP-ba, mig a C-terminalis p54 nem, ami 6sszhangban all
az irodalmi adatokkal, melyek szerint a p54 fehérje N-terminalis fele felel6s az alegység RP-
ba torténd beépiiléséért (75).

A C-terminalis p54 fehérje thltermelése L3 larvaallapotban bekdvetkezé letalitast
eredményezett. Ezen mutans larvak esetében azt talaltuk, hogy a kontroll torzshéz képest
kisebb az agyuk és az imago6 korongjaik, mely fenotipus gétolt proteaszoma funkciora utal, az
elébeliik pedig kitagult, mely tobbek kozott a gatolt felszivodds vagy perisztaltika
kovetkezménye lehet.

A Strep-taggel vagy dupla taggel ellatott (Strep-FLAG) p54 C-terminalis fehérjét taltermeld
transzgénikus Drosophila torzsekbdl készitett mintakbol végzett Strep-Tactin vagy FLAG
affinitds kromatografiat kovetd tomegspektrometriai vizsgalatokbol, valamint a CBD-p54
rekombinans fehérjével végzett in vitro kisérleteket kovetd tomegspektrometriai
vizsgalatokbdl valdsziniisithetd, hogy a C-terminalis p54 fehérje (€s valdsziniileg a teljes
hosszusagu is) Drosophildban ubikvitinalodik. Ez az eredmény nem meglepd az irodalmi
adatok ismeretében, mivel nemrégiben szamos 26S proteaszémalis alegység ubikvitinacidjat

kimutattak. Egyrészt Ventadour és munkatarsai tobb 20S proteaszoma alegységnek
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poliubikvitinalt formait tisztitottak proteaszéma gatld szerekkel kezelt C2C12 sejtekb6l (198).
Masrészt egy nemrégiben kozolt megfigyelés szerint az éleszté p54 fehérje in vitro
ubikvitinalodik (199). Crosas és munkatarsai egy proteaszémahoz kapcsolodo fehérjét (PIP),
a Hul5 nevll ubikvitin ligazt vizsgaltak. Kisérleteik soran olyan ubikvitin konjugdtumokat
kerestek, melyek a Aul54 mutansban hipoubikvitinalédnak. Az ubikvitint hatszor hisztidinnel
jelolt formaban expresszaltattak, majd a teljes sejt extraktumbdl nem-denaturald koriilmények
kozott, proteaszoma inhibitor jelenlétében nikkel affinitas kromatografidval kitisztitottdk az
ubikvitin konjugdtumokat. Az affinitds kromatografia eludtumait immunoblot analizissel és
tomegspektrometriaval vizsgalva azt talaltdk, hogy az Rpnl0O alegység tobbszordsen
ubvikvitinalt. Mind a vad tipust, mind a Aul54 mutdnsban ki tudtak mutatni az Rpnl0
ubikvitinalt formait, de a négy ubikvitin egységnél tobbet tartalmazé formak mennyisége a
hul54 mutadnsban nagymértékben lecsokkent. A Hul5 tehat E4 enzimként (ubikvitin lanc
elongacids faktor) hat az Rpnl10 szamara. A Hul5 altal katalizalt ubikvitin lanc hosszabbitas
eldsegiti az Rpnl0 proteaszoma 4altali lebontasat. Elképzelhetd tehat, hogy az altalunk is
megfigyelt, a C-terminalis p54 alegységnek a proteaszoman kiviil kialakuld alacsony
monomerszamu ubikvitindlt formdi a proteaszomalis lebontasi utvonal stabilizalddott
intermedierjei, melyek az N-terminalis fél hianyaban nem tudnak beépiilni a proteaszomaba,
igy nem tudnak Hul5 fiigg6 mddon poliubikvitindlédni és a proteaszoma altal lebomlani.
Ugyan az élesztd6 Hul5 fehérjének Drosophila homoldgjat még nem talaltadk meg, ez nem
zarja ki egyé€b proteaszoma fiiggd E4 enzimek létezésének lehetdségét ebben a fajban is.
Ugyanakkor szamos ubikvitin receptor ubikvitinacidjat kimutattak (200-203). Ezeknek a
modositasoknak legtobb esetben kiilonbozd szabalyozd szerepet tulajdonitanak. Az ubikvitin
konjugaci6 gyakran blokkolja a receptor funkciot azaltal, hogy a receptor ubikvitin kot
helyét elfoglalja. A p54 fehérje esetében is elképzelhetdé ilyen szabalyoz6 szerepii
ubikvitinacio, mely esetleg a multiubikvitinalt szubsztratok megkotését, vagy a proteaszoman
kiviil bizonyos fehérjékkel torténd kolcsonhatasat befolyasolhatja.

Kisérleteink alapjan valdsziniisitjiikk, hogy az ubikvitinacion kiviil egyéb posztszintetikus
kovetden. Erre utal a Zn?' hatasara a RP-bol disszocialt p54 keresztkotési technikaval
kimutatott kolcsonhatasa az Smt3 SUMO-aktivalo enzimmel, illetve az éleszto két hibrid

kisérletben és a pull-down kisérletekben kimutatott kdlcsonhatdsa mind az Smt3 SUMO
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aktivalo enzimmel és a DmUbc9 SUMO-konjugaldé enzimmel. A szumoilalt forma meglétét
tomegspektrometidval még nem sikeriilt bizonyitani, de szdmos adat fellelhet6 az
irodalomban, miszerint a SUMO- ¢és az ubikvitin rendszer kdlcsonhat (204, 205), és arra is
sok példa van, hogy ugyanaz a fehérje egyarant szubsztratja az ubikvitinalé €s a szumoilalo
enzimeknek (206, 207). Az ubikvitinacié és szumoilacié torténhet ugyanazon a lizin
oldallancon is, ilyenkor a kétféle modositas egymast kizarja, egymassal ellentétes utvonalak
felé iranyitva a fehérjét (208). Ugy gondoljuk, a modositott p54 formak a fehérje
extraproteaszomalis funkcidiban jatszhatnak szerepet. Nem kizart, hogy a p54 ubikvitinalt és
szumoilalt formdinak egymastol eltérd szerepe van a proteaszoman kiviil. A kiilonb6zo
modositdsok valdszinlileg dinamikus egyenstilyban vannak egyméssal, és a proteaszomaval
torténd kapcsolddas soran atrendezddnek, esetleg bizonyosak, mint példaul a szumoilacid
megszinnek, esetleg egyes modositasok eltavolitdsa feltétele a proteaszomaba torténd
visszaéplilésnek, mely az N-termindlis fél hianyaban nem torténik meg, igy a kiillonb6zo
modositott formék a C-termindlis pS4 félen stabilizdlodnak és ezaltal kimutathatova valnak.
Ezek a felhalmozodott és stabilizalodott formak okozhatjak a C-terminalis p54-et tultermeld
allatok esetében a letalitast.

A vad tipusu Drosophila embriokban nagy mennyiségii, az anya petesejtjébdl szarmazo 26S
proteaszoma talalhato, mely készlet a larvalis fejloddési allapotok soran fokozatosan kimeriil.
A baballapot elsé néhany orgjaban a 26S proteaszoma koncentracioja hirtelen megnd:
valoszinlileg az Ujonnan szintetizdlodott 26S proteaszomak sziikségesek a larvalis fehérjék
lebontaséhoz (135). Igy tehat az L3 larvaallapotra a proteaszoma mennyisége drasztikusan
lecsokken. A hdsokkal indukalhatd torzsek esetében azonban megfigyeltiik, hogy minél
késobbi fejlodési allapotban inditjuk be a transzgén expressziodjat, annal késdbbre tolddik ki a
letalitas. Ha példaul a C-terminalis p54 fehérje termelését a bebabozddast kdvetden, 8 napos
kor utan inditjuk be, letalis fenotipust nem figyelhetiink meg. Ugyanakkor Western blot
kisérlettel ezen babokban és felnétt allatokban is ki tudtuk mutatni a p54 fehérje C-terminalis
felének magas foku expressziodjat, és affinitds kromatografiat kovetden a C-terminalis p54
posztszintetikusan modositott formait is. Ugy tiinik tehat, hogy ezen fél p54 fehérjének és
modositott formainak az endogén proteaszOmahoz viszonyitott relativ mennyisége a
legfontosabb tényezd a letalfazis kialakitdsdban. Ennek egyik oka lehet, hogy a C-terminalis

fél, mely az ubikvitindlt szubsztratfehérjék megkotéséért felelds, megkati, €s ezaltal gatolja

82



e

végén a fejlodés tovabbhaladasa szempontjabodl eszencialis. Az is elképzelhetd, hogy ebben a
posztszintetikusan modositott formajaban a C-termindlis p54 fehérje hozzakapcsolodik
bizonyos faktorokhoz, melyeket nagy molaris feleslege kovetkeztében kititralhat a
proteaszomarol, esetleg elvonhat mas fontos celluléris folyamatoktol.

Mindenképpen tovabbi vizsgalatok sziikségesek tehat, melyek feltarjak a p54 ubikvitin
receptor alegység extraproteaszomalis szerepe(i)t, és melyek kozelebb visznek a fehérjének a
multiubikvitinalt szubsztratkivalasztds soran bekovetkezd ingdzd ciklusanak részletes

felderitéséhez.
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Osszefoglalé

Az ubikvitin-proteaszoma rendszer felelés az intracellularis fehérjék szabalyozott
lebontasaért. A rendszer els6 komponense az ubikvitinaciot végzé enzimkaszkad, mely
felismeri a rovid életidejii fehérjékben megtalalhatdo Gn. degradacids szignalokat, és egy
multiubikvitin lancot alakit ki rajtuk, kijelolve ezen fehérjéket a lebontasra. A
multiubikvitinalt fehérjéket a 26S proteaszoma ismeri fel és bontja le, ami a masik f6
komponense az ubikvitin-protcaszoma rendszernek. A 26S proteaszoma, ez a nagy
multiprotein komplex, egy ATP-fiiggé folyamat soran all Ossze két alkomplexumbol: a
katalitikus core partikulumbol (CP) és a regulator partikulumokbol (RP). A CP egy nem-
specifikus protedz, ami nem tud kiilonbséget tenni multiubikvitinalt és nem ubikvitinalt
fehérjék kozott.

A RP-ok, melyek a CP alapjaihoz kapcsolddnak, biztositjak a 26S proteaszoma szelektivitasat
a multiubikvitinalt szubsztratfehérjék iranyaba; kitekerik a szubsztratfehérjéket chaperone-
szer(i aktivitasuk révén, felnyitjdk a CP csatorndajat, lehasitjak a szubsztratfehérjéken 1évo
ubikvitin egységeket, és betaplaljak a bontasra szant fehérjéket a CP-ba. A RP-kat
feloszthatjuk az alap (base) és a fed¢l (lid) alkomplexumokra. Az ATP-4z gyliri, h&rom nem-
ATP-az alegységgel egyiitt formalja a bazis szubkomplexet, mig a fedél szubkomplex csak
nem-ATP-az alegységekbdl all. Egyikiik, az Rpnl1/p37B fedél alegység, mely egy ujszerii
Zn?* metalloprotedz domént tartalmaz, felelés a multiubikvitindlt szubsztratfehérjék ubikvitin
egységeinek lehasitasaért. A Zn?' eltavolitasa, illetve az aktiv hely cink-koordinacioban
résztvevé hisztidin aminosavainak mutéacioja tonkreteszi a deubikvitinalo aktivitast és
meggatolja a szubsztratfehérjék lebontasat.

A masik fontos szerepet betdltd és egyben vizsgalddasaink targyat képezd RP alegység, a p54
ubikvitin-koté alegység, mely képes a multiubikvitinalt fehérjék megkotésére. A
multiubikvitindlt fehérjék felismerése €s megkdtése a cellularis homeosztazis szempontjabol a
RP-ok legkritikusabb funkcidi kozé tartozik. Noha a pS4 ubikvitin receptor alegység €s egyéb
proteaszoma-kolcsonhatd fehérjék szerepét a szubsztratfelismerésben igen széles korben
tanulmanyoztak, a pS54-nek a multiubikvitinalt szubsztratfelismerésben betolttt szerepében

még tisztazasra vard kérdések vannak. A p54 altal torténd szubsztratfelismerést ugyanis
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kétfeleképp képzelhetjiik el. Ha feltételezziik, hogy a p54 a RP felszinén expondlt pozicidban
helyezkedik el, a szubsztratfelismerés végbemehet az alegység proteaszomahoz kotott
allapotdban. Mivel azonban a p54 az egyetlen proteaszoma alegység, mely RP-kotott €s
szabad formaban is megtalalhato a legtobb éldlényben, egy ingazo ciklust is feltételezhetiink a
szubsztratkivalasztds soran: e szerint, miutan a p54 disszocial, a szabad alegység megkdti a
multiubikvitindlt szubsztratfehérjét, majd visszakapcsolédik a proteaszomaba ezaltal
prezentalva a fehérjét lebontasra.

Az a felfedezés, hogy a Zn?* eltdvolitisa az Rpnl1 izopeptidaz doménjérél nemcsak az Rpnl1
deubikvitinal6é aktivitdsat rontja el, hanem az egész proteaszomalis degradacids ciklust
felfiiggeszti, azt sugallta, hogy a 26S proteaszoma bizonyos funkcidja(i) az RP alegységek
Zn?* koordinalta kdlcsdnhatasai révén valosul(nak) meg.

A feltételezett Zn**-fiiggd alegység-kolcsonhatasok tanulmanyozisira azt a stratégiat
vélasztottuk, hogy megvizsgaljuk az exogén Zn?'-nek a RP alegységek kolcsonhatasaira
gyakorolt hatasat. Ehhez részlegesen tisztitott 26S proteaszéma preparatumot inkubaltunk
200uM Zn?* jelenlétében vagy a nélkiil, és elvalasztottuk ATP tartalma nativ gélen, mely
Zn?* hozzdadasaval vagy a nélkiil késziilt. A kontroll minta immunoblot analizise a
konvencionalis nativ poliakrilamid gél mintazatot adta: két 26S proteaszoma savot, melyek a
26S proteaszoma egy, illetve két regulator komplexet tartalmazo formainak felelnek meg, és a
szabad CP-ot. Mindkét 26S proteaszoma sav erés peptidaz aktivitast mutatott a fluorigén
peptid gél feliilrétegzési kisérletek soran. Egészen mas mintazatot kaptunk Zn®* jelentétében.
A 268 proteaszoma két formajat nem lehetett megfigyelni, a RP és a CP teljes mennyisége
szabad partikulumként volt jelen, és a p54 teljes mértékben disszocialt a RP-rol. A gél
feliilrétegzési kisérlet a peptidaz aktivitas elvesztését mutatta Zn?* jelenlétében.

Zn?* eltavolitas hatdsara, melyet 200 pM 1,10-fenantrolin hozzaadasaval értiink el, a 26S
proteaszoma mindkét elektroforetikus varidnsa visszaalakult, a p54 visszaépiilt az Gjra
Osszeszerel6dott proteaszomaba, és a 26S proteaszoma Visszanyerte peptidaz aktivitasat.
fehérjékkel torténd lehetséges kolcsonhatasait bifunkcios keresztkotoszerrel végzett
kisérletekkel vizsgaltuk, a kolcsonhatd fehérjéket immunprecipitacidval tisztitottuk és

tomegspektrometriai  vizsgalattal —azonositottuk. A  proteaszoémabol disszocialt p54
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kolcsonhatd partnerei kozott a Hsp82 hdsokkfehérjét és az Smt3 SUMO-aktivalé enzimet
sikeriilt azonositanunk.

A p54 fehérje és az Smt3 SUMO-aktival6 enzim kolcsonhatasat élesztd két-hibrid kisérlettel
is sikeriilt alatamasztani. Eleszté két-hibrid technikaval a p54-nek az Smt3 SUMO-aktivald
enzimmel kialakitott kolcsonhatasan kiviil a DmUbc9 SUMO-konjugald enzimmel torténd
kolcsonhatasat is kimutattuk. Mindkét fehérje, valamint a Hsp82 is kolcsonhatott a p54
fehérjével in vitro kotési (pull-down) kisérletekben, mely eredmények nagymértékben
alatamasztottak tomegspektrometriaval kapott adatainkat.

Az exogén Zn?* hozzaadas, majd a Zn?*-elvonas hatasanak vizsgalata soran tehat azt talaltuk,
hogy a Drosophila 26S proteaszoma Zn?* jelenlétében RP és CP alkomplexumokra disszocial
eredményez a fedél alkomplexumban és a 26S proteaszOma peptidaz aktivitadsanak
elvesztéséhez vezet. A Zn**-indukalta strukturalis és funkcionalis valtozasok teljes mértékben
reverzibilisek; a Zn®" eltavolitasat kovetben a p54 visszaépiil a RP-ba, a 26S proteaszoéma ujra
kovetden kolcsonhat egy sor fehérjével, tobbek kozott a Hsp82-vel. A Hsp82 fehérjének a 26S
proteaszéma Osszeszerelddésében ¢€s strukturdlis integritdsanak fenntartdsdban betdltott
szerepét ismerve (189) feltételezhetjiik, hogy a p54-gyel kdlcsonhatd fehérjéknek szerepe
lehet a 26S proteaszoma Ujra Gsszeszerelddésében. A Zn*-ciklus soran a p54 reverzibilisen
ingazik az RP-hoz kotott és szabad allapotok kozott, mely jelenség nagyban alatamasztja az
ingaz6é modell helyességét.

A p54 ciklikus valtozasanak in vivo tanulmanyozasara transzgénikus Drosophila
melanogaster torzseket hoztunk 1étre.

A p54 fehérjének két fontos doménje van: a von Willebrand A tipust domén, ami a fehérje N-
terminalis felén helyezkedik el, és az UIM domének (ubiquitin interaction motif), melyek a
fehérje C-terminalis felén helyezkednek el. Irodalmi adatok szerint a fehérje N-terminalis fele
felelés a p54-nek a RP-ba torténd beépiiléséért, az UIM domének pedig a multiubikvitinalt
fehérjék megkotéséért. Arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy mi ezen domének hatésa in
vivo, azaz mi torténik, ha tultermeltetjiik 6ket Drosophilaban. Ezért olyan transzgénikus
Drosophila torzseket hoztunk Iétre, melyek a teljes hosszusagi p54 fehérjét vagy annak C-

illetve N-terminalis felét termelik. Azok a Drosophila torzsek, melyek a p54 N-terminalis
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felét embrionalis kortol kezdve, minden szévetben expresszaltak, nem mutattak semmilyen
fenotipikus valtozast, noha a p54 N-terminalis fehérje magas szinten termel6dott ezekben az
allatokban. A p54 N-terminalis felét termelé muslicakbol gélsziirési kromatografiaval sikertilt
kimutatni, hogy e fél p54 darab képes beépiilni a proteaszomaba. Ezzel szemben minden
olyan transzgénikus allat, mely a p54 C-terminalis felét altalanos driver iranyitasa alatt
termelte, legkésébb az L3 larvastadiumban elpusztult. Ezen allatok esetén is kimutattuk a C-
termindlis p54 fehérje termelddését, mely embrionalis kortol kezdve végig az egyedfejlodés
soran az N-terminalis félhez hasonléan magas szinten expresszalodott. Ezen mutans larvak
esetén azt talaltuk, hogy a kontroll torzshoz képest kisebb az agyuk és az imagd korongjaik,
mely fenotipus gatolt proteaszéma funkcidra utal. A legmeglepdbb fenotipusa azonban
ezeknek a larvaknak az elobél kitagulasa, mely tobbek kozott a gatolt perisztaltika eredménye
lehet.

Mivel in vitro eredményeink azt mutattdk, hogy a proteaszoma RP-abdl disszocialt p54
kolesonhat szamos nem-proteaszémalis fehérjével, melyek koziil bizonyosaknak szerepe lehet
a p54 proteaszOmaba torténd visszaépiilésében, mig masoknak a p54 esetleges
posztszintetikus modositasaban, ezért tovabbi célul tiiztiik ki, annak megallapitasat, hogy a
p54-nek milyen szerepe, sorsa van a proteaszoman kiviil és, hogy azonositsuk kolcsonhato
partnereit, és esetleges poszttranszlacidos modositasait. Annak érdekében, hogy megtalaljuk és
azonositsuk ezeket a fehérjéket, illetve a poszttranszldciosan moddositott formdkat,
l1étrehoztunk olyan transzgénikus Drosophila torzseket is, melyek a p54 kiilonb6z6 formainak
affinitas taggel ellatott valtozatait expresszaljak. E célra az Un. Strep-cimkét valasztottuk,
melynek elénye, hogy egy rovid tag, mely gyors, egy 1épésben torténd tisztitast tesz lehetdvé
fiziologiai koriilmények kozott.

Transzgénikus Drosophila térzsekkel termeltetheté modon, Strep-taggel rendelkez6 formaban
a kovetkez6 p54-szarmazékokat allitottuk el6: a teljes hossziisagti pS4-et, annak N-terminalis
felét, C-terminalis felét és a teljes hosszusdgu p54 fehérjének egy pontmutans valtozatat,
melyben a 11-es pozicidoban 1év6 aszparaginsavat arginin aminosavra cseréltiink ki (D11R), és
amely mutéciot hordoz6 p54 fehérje élesztOben, irodalmi adatok szerint nem képes beépiilni a
proteaszomaba.

Hasonldan a tag nélkiili valtozatokhoz, az N-terminalis, valamint a teljes hosszisagl és a

pontmutans Strep-taggel ellatott p54-et termeld muslicak életképesek, nem mutatnak
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fenotipikus valtozast, mig a Strep-taggel rendelkez6 C-terminalis p54-et termeld torzsek egy
része a tag nélkiili valtozathoz hasonloan késéi L3 larvaallapotig, mig 1-2 torzs baballapotig
¢lt el. Ez a kiilonbség valdsziniileg az expresszio szintjének kiilonbségével magyarazhato.
Ezen kiviil olyan transzgénikus Drosophila torzseket is eldallitottunk, melyek a p54 C-
terminalis fehérje dupla, Strep- illetve FLAG-taggel rendelkezé valtozatat termelik. A dupla
taggel ellatott p54 valtozatot termeld torzsek a tag nélkiili és az egyszeres taggel rendelkezd
valtozatot termel6 torzsekkel ellentétben életképeseknek bizonyultak. Emellett olyan torzseket
is létrehoztunk, melyek homérséklet-fiiggd mddon termelik a Strep-taggel ellatott p54 C-
terminalis felét.

A Strep-taggel rendelkezd torzsek vizsgalata soran elsdként Strep-affinitas kromatografias
tisztitast végeztiink a taggel ellatott C-terminalis p54 fehérjét expresszalo, illetve kontroll L3
allapota larvakbol késziilt extraktumokbol. Azt talaltuk, hogy a C-terminalis p54 fehérjét
expresszalo torzsek eluatumaiban szamos magasabb molekulatomegli p54 szarmazék dusul
fel, melyek a p54 C-terminalis fehérje posztszintetikusan modositott formainak jelenlétére
utaltak. Ugy gondoljuk, ezen formak jelenléte megmagyarazhatja a taltermelt C-terminalis
p54 altal okozott letalitdst, ezért a tovabbiakban ezen modositott p54 szadrmazékok
azonositasara Osszpontositottunk. A Strep-taggel ellatott p54 C-terminalis fehérjét termeld
torzsekkel végzett Strep-affinitds kromatografia eluatumait kétdimenzids gélelektroforézissel
vizsgaltuk, mivel az elsé dimenzidban alkalmazott, a C-terminalis p54 fehérje ¢s mddositott
formainak extrém savas izoelektromos pontjat kihasznald izoelektromos fokuszalasi 1€pés,
majd az ezt kovetd SDS-PAGE megfeleld elvélasztast és tisztasagot eredményezett a
tomegspektrometriai vizsgéalatokhoz.

Sikeriilt ugyanakkor a p54 fehérje modositott formait in vitro is kialakitani. Ehhez a p54
fehérje C-terminalis felének kitin-k6t6 doménnel fuzionalt form4jat hasznaltuk, melyet E.
coli-ban termeltettiink, kitin gyongyokon immobilizaltunk, és Drosophila embridkbol késziilt
kivonattal inkubaltunk ATP jelenlétében.

MALDI-TOF tomegspektrometriaval mind az in vivo, mind az in vitro mintakbol sikertilt
kimutatni, hogy a posztszintetikusan modositott formak a p54 fehérje ubikvitinalt formainak

felenek meg.

112



Végso soron azt reméljiik, hogy a p54 extraproteaszomalis sorsanak tanulmanyozasa segiteni
fog minket, a p54-nek az ingazéd ciklusban és a multiubikvitinalt szubsztratfelismerésben

betoltott szerepének megértésében.

113



Summary

The ubiquitin-proteasome system is responsible for the controlled proteolysis of intracellular
proteins. The first component of this system, the ubiquitinating enzyme cascade recognizes
the different degradation signals present in short-lived proteins and, by attaching a
multiubiquitin chain, marks these proteins for degradation. Multiubiquitinated proteins are
recognized and selectively degraded by the 26S proteasome, which is the second main
component of the ubiquitin-proteasome system. In an ATP-dependent reaction, this large
multiprotein complex is assembled from two subcomplexes: the catalytic core particle (CP)
and the regulatory particles (RPs). The CP is a non-specific protease, which cannot
discriminate between multiubiquitinated and non-ubiquitinated proteins.

The RPs, which can be split into base and lid subcomplexes, are attached to one or both ends
of the CP, ensure the selectivity of the 26S proteasome for multiubiquitinated proteins, unfold
the substrate proteins by their chaperone-like activity, open the gated channel of the CP,
reprocess the ubiquitin residues of the substrate proteins and feed them into the CP. Six
ATPase subunits of the RP, forming a heterohexameric ring, mediate most of these ATP-
dependent reactions. The ATPase ring, together with three non-ATPase subunits, forms the
base subcomplex, while the lid subcomplex is composed entirely of non-ATPase subunits.
One of the lid subunits, Rpnll, in Drosophila p37B, which contains a novel Zn?*-
metalloprotease domain, is responsible for reprocessing the ubiquitin moieties of the
multiubiquitinated substrate proteins. The deubiquitinating activity of Rpnl1, which is strictly
coupled to substrate degradation, is dependent on the unimpaired Zn?*-isopeptidase function
of the subunit. Removal of Zn?* or mutation of the active site histidines suspends the
deubiquitinating activity and stabilizes the substrate proteins.

Another important subunit of the base subcomplex is the p54 protein, which is the ubiquitin
receptor of the proteasome. The selective recognition and binding of multiubiquitinated
proteins are the primary and, from the aspect of cellular homeostasis, the most critical
functions of the RPs. The p54 subunit of the RP fulfills all the criteria of an ubiquitin receptor.
Although the cooperation of p54 and other proteasome-interacting proteins in
multiubiquitinated substrate recognition has been extensively analyzed, one feature of the

mode of action of p54 in the substrate selection still awaits clarification. There are two
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alternative scenarios for the mode of substrate selection and binding. If it is assumed that p54
is located on the surface of the regulatory particle in an exposed configuration, substrate
selection may proceed in the firmly bound state of this ubiquitin receptor subunit. However,
since p54 is the only RP subunit which exists in RP-bound and free forms in most organisms,
a shuttling cycle of this subunit may be presumed during substrate selection: following its
dissociation, the free subunit recruits multiubiquitinated substrates and, by reassociation with
the RP, targets them for destruction.

The idea to examine the effect of Zn?* on the structure and function of the Drosophila 26S
proteasome came from the discovery that removal of Zn?* from the Zn?*-isopeptidase domain
of subunit Rpnll not only destroys the deubiquitinating activity of this subunit but also
suspends the whole proteasomal degradation cycle. This finding suggested to us that certain
function(s) of the 26S proteasome might be orchestrated through Zn?*-coordinated
interactions of RP subunits.

To examine the presumed Zn?*- dependent subunit interactions our strategy was to test the
effect of exogenous Zn?* on the subunit interactions of the RP.

For this purpose a partially-purified 26S proteasome fraction was preincubated with or
without 200 uM ZnCl; and fractionated on a native polyacrylamide gel containing ATP and
prepared with or without Zn?*, respectively. Immunoblot analysis of the control sample
revealed the conventional native polyacrylamide gel pattern: the two 26S bands,
corresponding to doubly-capped and singly-capped 26S proteasomes, respectively, and the
free CP. Both 26S bands exhibited strong peptidase activity in the fluorigenic gel overlay
assay. A completely different pattern was obtained in the presence of Zn?*. The two forms of
the 26S proteasome were not observed, the total amount of the RP and the CP was present as
free particles and all of the p54 subunits dissociated from the RP. Overlay assay revealed the
loss of peptidase activity in the presence of Zn?*.

Removal of Zn?*, which was achieved by the addition of 200 pM 1,10-phenathroline,
revealed that both electrophoretic variants of the 26S proteasome were reformed, subunit p54
was reincorporated into the reassembled 26S proteasome, and the peptidase activity of the
26S proteasomes was restored.

The Zn?*- induced dissociation of subunit p54 and the potential interactions of the free

subunit with cellular proteins were examined by cross-linking technique with a bifunctional
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protein crosslinker. The cross-linked p54-interacting proteins were purified by
immunoprecipitation and analyzed by mass spectrometry. The heat shock protein Hsp82 and
the Smt3 SUMO-activating enzyme were identified among the cross-linked partners of the
dissociated p54 protein.

We have demonstrated the interaction between the p54 and the Smt3 SUMO-activating
enzyme also by the yeast two hybrid technique. Using the same technique the interaction of
the p54 protein and the DmUbc9 SUMO-conjugating enzyme has been demonstrated as well.
Both proteins and also the Hsp82 interacted with p54 in pull-down assays. These findings
further confirmed the physiological relevance of our mass-spectromerty data.

So we have found, that in the presence of high concentration of Zn?* the Drosophila 26S
proteasome disassembles into regulatory particles and catalytic particle, which process is
accompanied by the dissociation of subunit p54 from the proteasome. The disassembly of the
RPs and the dissociation of p54 induces extensive rearrangements within the lid subcomplex
and resulted in the loss of the peptidase activity of the 26S proteasome. The Zn?*-induced
structural and functional changes are fully reversible; removal of Zn?* is followed by
reassociation of subunit p54 to the RP, reassembly of the 26S proteasome and resumption of
the peptidase activity. Following its Zn?*-induced dissociation, p54 interacts with a set of non-
proteasomal proteins. Hsp82 has been identified by mass spectrometry as the main p54-
interacting protein. The known role of Hsp82 in the assembly and in the maintenance of the
structural integrity of the yeast 26S proteasomes (189) suggested that the p54 interacting
proteins may have a role in the reassembly of the 26S proteasomes. During the Zn?*-cycle the
p54 subunit reversibly shuttles between the RP-bound and free states which strongly supports
the shuttling model during the multiubiquitinated substrate selection.

In order to examine the shuttling cycle of subunit p54 in vivo we have established transgenic
Drosophila melanogaster stocks.

The p54 protein has two important domains: the von Willebrand type A domain located at the
N-terminal and the two UIMs (ubiquitin interaction motifs) located at the C-terminal part of
the p54 protein. According to the data found in the literature, the N-terminal half of p54 is
responsible for the incorporation of p54 into the RP, and the UIM domains are responsible for
the recognition of multiubiquitinated proteins. We were interested in the effect of these

domains in vivo: what happens when we overexpress them and the full-length protein in
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Drosophila. To achieve this goal we have established transgenic Drosophila melanogaster
stocks, which express either the N-terminal or C-terminal half of p54, respectively. Flies
expressing the N-terminal half of p54 under the control of one of the general drivers had no
phenotypic effects, although these animals expressed the N-terminal half of this protein at
high levels. We have demonstrated, by means of gel filtration chromatography that the N-
terminal part of p54 is able to incorporate into the proteasome. In contrast with these findings,
flies expressing the C- terminal half of subunit p54 under the control of the general drivers
died in the L3 larval stage. These animals expressed the C-terminal half of subunit p54 from
the early embrionic stage through the whole development also at high levels. Dissection of
these mutant larvae revealed to have smaller brain and imaginal discs compared to that of the
control stock, a phenotype that reflects on an impaired proteasome function. The most striking
phenotype observed with these larvae is the dilatation of the foregut, which among others can
be the effect of hindered absorption or peristalsis.

Our in vitro data showed that the dissociated p54 protein interacts with cellular proteins, some
of which may have a role in the reincorporation of p54 into the proteasome, whereas others
may have a role in the posttranslational modification of this protein. Therefore our next aim
was to determine the potential postsynthetic modification(s) of the overexpressed transgenes
to approach the extraproteasomal roles of p54. For this purpose we have established
transgenic Drosophila melanogaster stocks, which express affinity tagged forms of subunit
p54. We chose the Strep-tag, which is a short tag enabling rapid one-step purification of the
protein of interest under physiological conditions. The full-length p54, its N-terminal-or C-
terminal halves and a point mutant version of the full-length p54, which was demonstrated in
yeast that not to be able to incorporate into the proteasome were expressed in Strep-tagged
forms.

Similar to the untagged forms, flies expressing the N-terminal half of p54 protein and also the
full-length and the full-length point mutant version are viable and showed no phenotypic
effects, whereas some fly stocks expressing the Strep-tagged C-terminal half of p54, similar to
those expressing the untagged form, died in the L3 larval stage and some others died in the
pupal stage. These diffenrences in the viability can be the effect of the difference in the
expression levels between the transgenic stocks. We have also established fly stocks which

express doubly-tagged (Strep-FLAG) form of the C-terminal p54 protein. In contrast with the
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untagged and the Strep-tagged forms, the flies expressing the doubly tagged form of the C-
terminal p54 are viable. We also established fly stocks which express the Strep-tagged C-
terminal half of p54 in a heat inducible manner.

We have performed Strep-Tactin affinity purification of the induced Strep-tagged C-terminal
half of subunit p54 from larvae and from non-induced control larvae. We have found that
several higher molecular weight derivatives of the transgenic protein accumulate in the
induced larvae. These accumulated forms, which are posttranslationally modified forms of the
p54 protein, are completely absent in the non-induced control strains and are presumably
responsible for the lethality. Therefore in the next experiments we concentrated on the
identification of these posttranslationally modified forms of p54. The C-terminal half of p54
and its postsynthetically modified derivatives were purified on Strep-Tactin Macroprep
column. The eluted fractions were separated by means of a 2-D gel electrophoresis technique
by which we could exploit the extreme acidic isoelectric point of the C-terminal half of p54
and its modified forms and could obtain high resolution and a preparation sufficiently pure for
the mass-spectrometry analysis.

In parallel with this effort, we reconstituted the modification process in vitro using bacterially
expressed C-terminal p54-chitin-binding domain fusion protein. The recombinant protein was
immobilized on chitin-beads and incubated in the presence of ATP with or without an extract
prepaired from Drosophila embrios.

Preliminary MALDI-TOF mass sprectrometry data revealed that the in vivo and also the in
vitro modified forms of the p54 protein are ubiquitinated.

Our final goal is to get closer to the understanding of the role of p54 in the shuttling cycle of

multiubiquitinated substrate selection.
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