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Bevezetés

Az ubikvitin-proteaszoma rendszer felelds az intracellularis fehérjék szabalyozott lebontasaért. A
rendszer elsé komponense az ubikvitindciot végzé enzimkaszkad, mely felismeri a rovid életidejii
fehérjékben megtalalhatd Gn. degradacids szignalokat, kovalensen kotott multiubikvitin lancot
alakit ki rajtuk, €s ezaltal intracellularis bontasra jeldli ki azokat. A multiubikvitinalt fehérjéket a
26S proteaszoma ismeri fel és bontja le, amely a masik f6 komponense az ubikvitin-proteaszéma
rendszernek. A 26S proteaszéma egy nagy multiprotein komplex, mely egy ATP-fiiggé folyamat
soran all Ossze két alkomplexumbdl: a katalitikus core partikulumbol (CP) és a regulator
partikulumokbol (RP). A CP egy nem-specifikus proteaz, nem képes kiilonbséget tenni
multiubikvitinalt és nem ubikvitinalt fehérjék kozott.

A RP-ok, melyek a CP alapjaihoz kapcsolodnak, biztositjadk a 26S proteaszoma szelektivitasat a
multiubikvitinalt szubsztrat-fehérjék iranyaba; kitekerik a szubsztratfehérjéket chaperone-szerii
aktivitasuk révén, felnyitjdk a CP csatorndjat, lehasitjadk a szubsztratfehérjéken 1évé ubikvitin
egységeket, és betaplaljak a bontasra szant fehérjéket a CP-ba. A RP-kat feloszthatjuk az alap
(bazis) ¢és a fedél alkomplexumokra. Az egyik fedél alegység, az Rpn11/p37B, mely egy tjszerii
Zn?* metalloprotedz domént tartalmaz, felelds a multiubikvitinalt szubsztratfehérjék ubikvitin
egységeinek lehasitasaért. A Zn®* eltavolitisa, illetve az alegység aktiv helyének cink-
koordinacidban résztvevd hisztidin aminosavainak muticioja nemcsak a deubikvitindlé aktivitast
gatolja meg, hanem az egész proteaszomalis degradacios ciklust felfiiggeszti.

A masik fontos szerepet betoltd RP alegység, a p54 ubikvitin-kotd alegysé€g, mely képes a
multiubikvitinalt fehérjéket szelektiven felismerni és megkotni. Noha a p54 ubikvitin receptor
alegység és egyéb proteaszoma-kolcsonhatd fehérjék szerepét a szubsztrat-felismerésben igen
széles korben tanulmanyoztak, a p54 alegységnek e folyamatban betoltott szerepében még
szamos tisztazasra vard kérdés maradt. A p54 altal torténd szubsztrat-felismerés kétféleképp
mehet végbe. Ha feltételezziik, hogy a p54 a RP felszinén exponalt pozicidban helyezkedik el, a
szubsztrat-felismerés végbemehet az alegység proteaszomahoz kotott allapotaban. Mivel azonban
a p54 az egyetlen proteaszoma alegység, mely RP-kotott és szabad forméban is megtalalhato a
legtobb ¢€l6lényben, egy ingazd ciklust is feltételezhetiink a szubsztrat-kivalasztas sordn: e szerint,
miutan a p54 disszocial, a szabad alegység megkdti a multiubikvitinalt szubsztrat-fehérjét, majd

visszakapcsolodik a proteaszomaba, ezaltal prezentalja a fehérjét lebontasra.



Célkituzések

Az a felfedezés, hogy a Zn?" eltavolitasa az Rpnl1 izopeptiddz doménjérél nemcsak az Rpnll
deubikvitinalé aktivitasat rontja el, hanem az egész proteaszomalis degradacios ciklust
felfiiggeszti, azt sugallta, hogy a szubsztratfehérjék Zn?* eltdvolitis hatdsira bekovetkezd
stabilizadloddsa annak kovetkezménye, hogy a 26S proteaszoma bizonyos funkcidja(i) az RP
alegységek Zn?" koordinalta kolcsonhatasai révén valosul(nak) meg.

A kérdés tisztazasara komplex strukturalis és funkcionalis vizsgalatokat terveztiink, hogy
megallapitsuk:

- a RP alegységei kozott mitkddnek-e Zn?*- fiiggd kdlesonhatasok,

- ezen kolcsonhatdsoknak milyen szerepe van a proteaszéma mitkddésében.

Ehhez vizsgalni kivantuk:

- in vitro a feleslegben adott Zn?*, illetve a Zn?* elvonasanak a Drosophila 26S
proteaszomara gyakorolt hatasat,

- in vivo a p54 fehérje ciklikus valtozasat, melynek érdekében a teljes hosszusagu p54
fehérjét, illetve kiilonb6z6 darabjait termeld transzgénikus Drosophila melanogaster
torzsek 1étrehozasat és vizsgalatat terveztiik.

Feltételezésiink szerint, ezek a vizsgalatok segitséget nytjtanak majd a p54 ingazo ciklusanak
tisztazasaban, a multiubikvitinalt szubsztrat-felismerésben betoltott szerepének megértésében,

valamint a p54 extraproteaszémalis sorsdnak felderitésében.

Alkalmazott modszerek

Biokémiai modszerek:

Rekombinans DNS technikak:

- a Hsp8&2 hdsokkfehérje megklonozasahoz ¢€s a kiilonbozo affinitds cimkével jelolt
konstrukciok létrehozasadhoz
-a transzgénikus Drosophila térzsek P-elem transzformalasahoz hasznalt vektorok

elkészitéséhez



Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

- a proteaszoma szerkezetének vizsgalatdhoz
Denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis
Western blot analizis } - fehérjék azonositasara
Eziist festés
Kétdimenzios gélelektroforézis

- a modositott p54 formak elvalasztasahoz
Kémiai keresztkotés

- a proteaszoma alegységek kolcsonhatasainak vizsgélatahoz
Immunprecipitacid

- a p54 fehérje kolcsonhato partnereinek in vitro azonositasahoz
Elesztd két-hibrid vizsgalat

- a p54 fehérje kolcsonhato partnereinek in vivo azonositasahoz
Gélsztirési kromatografia

- annak meghatarozasahoz, hogy a rekombinans p54 fehérje szarmazékok képesek-e

beépiilni a proteaszémaba

Zn?* affinitas kromatografia

- annak meghatarozasahoz, hogy tartalmaznak-e a kiilonb6z6 proteaszoma alegységek

Zn?*- koté helyet

Strep-Tactin affinitas kromatografia

- a Strep-cimkével ellatott p54 szarmazékok tisztitdsara
Kitin-affinitas kromatografia

- a kitin-ko6t6 doménnel fazionalt fehérjék tisztitasara

Genetikai modszerek:

P-elem transzformacio
- a transzgéniinknek Drosophila embriokba térténé bejuttatasara
Transzgén indukcio

- a transzgéniink termelddésének eldidézésére



Eredmények

. Feleslegben adott Zn?* a 26S proteaszoéma szétszereldését és az ubikvitin receptor (p54

fehérje) disszociacidjat indukalja

A feltételezett Zn?*-fliggd alegység-kolcsdnhatasok tanulméanyozasara azt a stratégiat
vélasztottuk, hogy megvizsgaltuk az exogén Zn?*-nek a RP alegységek kolcsonhatasaira
gyakorolt hatasat. Ahhoz, hogy ezt a fajta megkozelitést kihasznalhassuk, elészor is be kellett
bizonyitanunk, hogy az Rpnl1/p37B alegységen kiviil vannak mas RP alegységek is, melyek
Zn?*- kotd helyet tartalmaznak. Ennek meghatarozasara egy tisztitott 26S proteaszoma frakcid
alegységeit denaturdlé koriilmények kozott szétvalasztottuk, és Zn?*-kelat affinitds oszlopra
vittiik. Azt talaltuk, hogy szamos RP és CP alegység kotddott a fém-kelat oszlophoz, melyek
mindegyike 0,2 M imidazol koncentracié koriil elualodott, ami erds Zn?*- kotd hely jelenlétére
utal ezen proteaszomalis alegységek esetében.

A feltételezett Zn**-figgd RP  alegység  kolcsonhatasokat  bifunkcionalis
keresztkotoszerekkel torténd kémiai keresztkotéssel és nativ poliakrilamid gélelektroforézissel
szandékoztuk nyomon kdvetni.

Annak céljabol, hogy az exogén Zn?'- nek a RP alegység-kapcsolataira gyakorolt hatésat
teszteljiik, tisztitott 26S proteaszoma prepardtumot 20 percig inkubaltuk novekvo
koncentracioban (0- 200 uM) adott ZnCl, — dal. Az inkubacids id6 letelte utan a RP-alegységeket
keresztkotottiik  diszukcinimidil-szuberat hozzdaddsdval. A RP alegységek keresztkotési
mintazatat kiilonb6z6 RP alegységekre specifikus monoklonalis ellenanyagok (MAD)
segitségével, immunoblot technikaval vizsgalva azt talaltuk, hogy a feleslegben adott Zn?*
jellegzetes atrendezddéseket idézett eld a fedél alkomplexum alegység-kolcsonhatasaiban. Az
ATP-az gyiiri alegységeinek kolcsonhatasai nem valtoztak meg, mig a p54 ubikvitin receptor
alegység nativ proteaszomara jellemzdé Osszes kapcsolata megsziint. Ezek az eredmények azt
sugalltak, hogy kiviilr6l hozzaadott Zn?" jelenlétében a p54 alegység kilép a RP-bol, mivel a Zn?*
hozzaadésat kovetden megszint az 0sszes kapcsolata egyéb RP alegységekkel.

Ezt a feltételezést aldtdmasztando, részlegesen tisztitott 26S proteaszoma preparatumot

inkubaltunk 200uM Zn?* jelenlétében vagy a nélkiil, és elvalasztottuk ATP tartalm@ nativ gélen,



mely 200 uM Zn?* hozzaadasaval 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 tartalmaz6 formainak felelnek meg, és a szabad
CP-ot. Mindkét 26S proteaszoma sav erds peptidaz aktivitdst mutatott a fluorigén peptid gél
feliilrétegzési kisérletek soran. Egészen mas mintazatot kaptunk 200 uM Zn?* jelentétében. A
26S proteaszoma két formajat nem lehetett megfigyelni, a RP és a CP teljes mennyisége szabad
partikulumként volt jelen, és a p54 teljes mértékben disszociadlt a RP-rol. A gél feliilrétegzési

kisérlet a peptidaz aktivitas elvesztését mutatta Zn?* jelenlétében.

Il. A 26S proteaszoma Zn?*-indukalt strukturalis és funkcionalis véaltozésai reverzibilisek

A Zn?*-eltavolitast 200 pM 1,10-fenantrolin hozzaadasaval értiink el. Zn?*-eltavolitas
hatasara a 26S proteaszéma mindkét elektroforetikus variansa visszaalakult, a p54 alegység
visszaépiilt az Gjra Gsszeszerelodott proteaszoOmaba, €s a 26S proteaszoma visszanyerte peptidaz

aktivitasat.

111. A p54 kolcsonhato fehérjék azonositasa

------

fehérjékkel torténd lehetséges kdlcsonhatasait bifunkcids keresztkotdszerrel végzett kisérletekkel
vizsgaltuk, a kolcsonhatd fehérjéket immunprecipitdcioval tisztitottuk és tomegspektrometriai
vizsgalattal azonositottuk. A proteaszomabol disszocialt p54 kolcsonhatd partnerei kozott a
Hsp82 hdésokkfehérjét és az Smt3 SUMO-aktivald enzimet sikeriilt azonositanunk.

A p54 fehérje és az Smt3 SUMO-aktivaldo enzim kolcsonhatasat éleszté két-hibrid
kisérlettel is sikeriilt alatdmasztani. Elesztd két-hibrid technikaval a p54-nek az Smt3 SUMO-
aktivaldo enzimmel kialakitott kolcsonhatasan kiviil a DmUbc9 SUMO-konjugaldé enzimmel
torténd kolcsonhatasat is kimutattuk. Mindkét fehérje, valamint a Hsp82 is kdlcsonhatott a p54
fehérjével in vitro kotési (pull-down) kisérletekben, mely eredmények nagymértékben

alatdmasztottak tomegspektrometriaval kapott adatainkat.



IV. A transzgénikus Drosophila melanogaster torzsek elééllitasa és vizsgalata

A p54 ciklikus valtozasanak in vivo tanulmanyozasara transzgénikus Drosophila
melanogaster torzseket hoztunk létre. 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 felelds a pS4-nek a RP-ba torténd beépiiléséért, az UIM
domének pedig a multiubikvitinalt fehérjék megkotéséért. Arra szerettiink volna véalaszt kapni,
hogy mi ezen domének hatasa in vivo, azaz mi torténik, ha taltermeltetjiik 6ket Drosophildban.
Ezért olyan transzgénikus Drosophila torzseket hoztunk létre, melyek a p54 fehérje kiilonb6z6
darabjait képesek fejlodés- és/vagy szovetspecifikusan indukalhatdé modon termelni. Azok a
Drosophila torzsek, melyek a p54 N-terminalis felét embrionalis kortol kezdve, minden
szovetben expresszaltak, nem mutattak semmilyen fenotipikus valtozast, noha a p54 N-terminalis
fehérje magas szinten termelddott ezekben az allatokban. A p54 N-termindlis felét termeld
muslicakbol gélsziirési kromatografiaval sikeriilt kimutatni, hogy e fél p54 darab képes beépiilni
a proteaszoémaba. Ezzel szemben minden olyan transzgénikus allat, mely a p54 C-terminalis felét
termelte, legkésébb az L3 larvastadiumban elpusztult. Ezen allatok esetén kimutattuk a C-
terminalis p54 fehérje termelddését, mely embriondlis kortol kezdve végig az egyedfejlédés soran
az N-terminalis félhez hasonléan magas szinten expresszalodott. Ezen mutédns larvak esetén azt
talaltuk, hogy a kontroll torzshoz képest kisebb az agyuk és az imago korongjaik, mely fenotipus
gatolt proteaszoma funkciora utal. A legmeglepdbb fenotipusa azonban ezeknek a larvaknak az
elobel kitagulasa, mely tobbek kozott a gatolt perisztaltika eredménye lehet.

Mivel in vitro eredményeink azt mutattak, hogy a proteaszoma RP-abol disszocialt p54
kdlcsonhat szamos nem-proteaszomalis fehérjével, melyek koziil bizonyosaknak szerepe van a
p54 proteaszomaba torténé visszaépiilésében (Hsp82), mig masoknak a p54 esetleges
posztszintetikus modositasaban (Smt3 SUMO-aktivald enzim és DmUbc9 SUMO-konjugald
enzim), ezért tovabbi célul tlztiik ki, annak megallapitasat, hogy a p54-nek milyen szerepe, sorsa
van a proteaszéman kiviil, ezért megprobaltuk azonositani kolcsonhatd partnereit, és esetleges
poszttranszlacidos modositasait. Annak érdekében, hogy megtalaljuk és azonositsuk ezeket a
fehérjéket, illetve a poszttranszlacidsan modositott formakat, 1étrehoztunk olyan transzgénikus

Drosophila torzseket is, melyek a p54 kiilonb6z6 formainak affinitas cimkével ellatott valtozatait



expresszaljak. E célra az un. Strep-cimkét valasztottuk, melynek eldnye, hogy egy rovid tag,
mely gyors, egy lépésben torténd tisztitast tesz lehetové fizioldgiai koriilmények kozott.

Transzgénikus Drosophila torzsekkel termeltethetdé modon, Strep-taggel rendelkezd
formaban a kovetkezd p54-szarmazékokat allitottuk eld: a teljes hosszusagi p54-et, annak N-
terminalis felét és C-terminalis felét. Hasonloan a tag nélkiili valtozatokhoz, a Strep-taggel
ellatott N-terminalis, valamint a teljes hosszusagi p54-et termeld muslicak életképesek, nem
mutatnak fenotipikus valtozéast, mig a Strep-taggel rendelkezd C-terminalis p54-et termeld
torzsek egy része a tag nélkiili valtozathoz hasonléan kés6i L3 larvaallapotig, mig 1-2 torzs
baballapotig €It el. Ez a kiilonbség valoszinlileg az expresszid szintjének kiilonbségével
magyarazhato.

Emellett olyan torzseket is létrehoztunk, melyek homérséklet-fiiggé modon termelik a

Strep-taggel ellatott p54 C-terminalis felét.

V. Posztszintetikusan moédositott p54 C-termindlis formak azonositdsa

A Strep-taggel rendelkez6 torzsek vizsgalata soran Strep-affinitds kromatografias tisztitast
végeztiink a taggel ellatott C-termindlis p54 fehérjét expresszalo, illetve a C-terminalis p54
fehérjét nem termelé kontroll L3 allapota larvakbol késziilt mintakbol. Azt talaltuk, hogy a C-
terminalis p54 fehérjét expresszalo torzsek eludtumaiban szdmos magasabb molekulatomegii pS4
szarmaz¢k dusul fel, melyek a kontroll térzs eluatumaiban nem voltak jelen, és amelyek a p54 C-
terminalis fehérje posztszintetikusan modositott formainak jelenlétére utaltak. Ugy gondoljuk,
ezen formdk jelenléte megmagyarazhatja a taltermelt C-terminalis p54 altal okozott letalitast,
ezért a tovabbiakban ezen modositott pS54 szarmazékok azonositasara Osszpontositottunk. A
Strep-taggel ellatott pS4 C-termindlis fehérjét termeld torzsekkel végzett Strep-affinitas
kromatografia eluatumait kétdimenzios gélelektroforézissel elvalasztottuk, mivel az elsd
dimenzidban alkalmazott, a C-terminalis p54 fehérje ¢és moddositott formainak extrém savas
izoelektromos pontjat kihaszndlo izoelektromos fokuszalasi 1épés, majd az ezt koveté SDS-
PAGE megfelel elvalasztast és tisztasagot eredményezett a tomegspektrometriai vizsgalatokhoz.
Ezen kiviil a p54 fehérje modositott formait in vitro is kialakitottuk. Ehhez a p54 fehérje C-

terminalis felének Kkitin-k6t0 doménnel flazionalt formajat hasznaltuk, melyet E. coli-ban



termeltettiink, kitin gyongyokon immobilizaltunk, és Drosophila embriokbol késziilt kivonattal
inkubaltunk ATP jelenlétében.

MALDI-TOF tomegspektrometriaval mind az in vivo, mind az in vitro mintakbdl sikeriilt
kimutatni, hogy a posztszintetikusan modositott formak a p54 fehérje ubikvitinalt forméinak

felelnek meg.
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Osszefoglalas

Eredményeinket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy:

. A feleslegben adott Zn?* a 26S proteaszoma szétszerelddését és az ubikvitin receptor (p54
elvesztéséhez vezet.
Kimutattuk, hogy 26S proteaszoma Zn?*-indukalt strukturalis és funkcionalis véltozasai

reverzibilisek.

3. Azonositottuk a proteaszémabol disszocialt p54 kdlcsonhato partnereit.

. A p54 alegység ciklikus valtozasanak tanulmanyozasara transzgénikus Drosophila

melanogaster torzseket allitottunk el6 és vizsgalatuk soran megallapitottuk:

a teljes hosszsagu p54 fehérje és N-termindlis felének taltermelése nem okoz

fenotipikus valtozast

— a p54 fehérje C-terminalis felének tultermelése L3/baballapotban bekovetkezd
letalitast okoz

— a p54 N-termindlis fele és a teljes hosszisagh p54 fehérje képes beépiilni a
proteaszomaba, mig a C-terminalis p54 nem

— a p54 C-terminalis felét expresszald torzsek eluatumaiban szdmos magasabb
molekulatomegii p54 szdrmaz¢k dusul fel

— a p54 C-terminalis felének posztszintetikusan modositott formai ubikvitinalt

formaknak felelnek meg.
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