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Bevezetés 

 

Az eukarióta élőlények sejtciklusának szabályozásában nagyon 

fontos szerepet játszik az ubiquitin-függő fehérjelebontási rendszer. Ebben a 

folyamatban először egy enzimkaszkád rendszer poliubiquitin lánccal jelöli 

meg a lebontásra szánt fehérjét, majd egy nagy citoplazmatikus proteáz 

komplex, a 26S proteaszóma felismeri és lebontja a megjelölt fehérjét. Az 

enzim kaszkád első tagja az ubiquitin-aktiváló enzim (E1), amely ATP 

energiájának felhasználásával tioészter kötést létesít az aktív centrumában 

elhelyezkedő cisztein és az ubiquitin molekula C-terminális végén 

elhelyezkedő glicin között. A következő lépésben az aktivált ubiquitin 

átkerül az E1 enzimről az ubiquitin-konjugáló enzimre (E2), majd pedig az 

ubiquitin-protein ligáz (E3) közreműködésével a célfehérjére. A jelölő 

folyamat kulcsfontosságú szereplője az E3 ubiquitin-protein ligáz, amely 

felületet biztosít a folyamathoz és meghatározza a folyamat szubsztrát 

specificitását. A sejtciklus mitózis és G1 szakaszainak szabályozásában 

résztvevő E3 ubiquitin-protein ligáz az APC (Anaphase Promoting 

Complex). Az APC a szekurin lebontásával indukálja a kromoszóma 

szegregációt, és így a metafázis-anafázis átmenetet és a mitótikus ciklinek 

lebontásának szabályozásával lehetővé teszi a mitózisból való kilépést. Az 

APC egy igen nagyméretű, 1.5 MDa-os fehérje komplex, amely az élesztő 

esetén legalább 13 alegységből áll. Az élesztő alegységek ortológjait 

magasabb rendű eukariótákban is azonosították, ami azt mutatja, hogy az 

APC szerkezete és funkciója konzerválódott az evolúció folyamán. Annak 

ellenére, hogy ismerjük az APC alapvető szerepét és szabályozásának főbb 

elemeit, még számos kérdés megválaszolatlan mind felépítésével, mind 

pedig működésével kapcsolatosan. Pillanatnyilag még nincs megfelelő 
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magyarázat arra, hogy miért áll ilyen sok alegységből az APC, és hogy mi 

az egyes alegységek szerepe. 

 A gerincesek APC komplexében négy szerkezeti rokonságot 

mutató alegység található, amelyek mindegyike tartalmaz kilenc-tíz tandem 

elrendeződésű tetratriko peptid ismétlődést (TPR). A TPR-ek 34 aminosav 

hosszúságú motívumok, amelyekben nyolc, méret, hidrofóbicitás és 

térkitöltés tekintetében konzervált aminosav található. TPR motívumok 

különböző funkciójú fehérjékben fordulnak elő. Elképzelések szerint a TPR 

motívumok fehérje-fehérje kölcsönhatásokban vesznek részt, és így 

szerepük lehet nagystabilitású fehérje komplexek kialakításában. A sarjadzó 

élesztő TPR alegységeit a Cdc27, Cdc16 és a Cdc23 gének kódolják. 

Mindhárom gén esszenciális, hiányuk esetén a sejtek azonos mitótikus 

fenotípust mutatva pusztulnak el. 

 

 

Célkitűzések 

 

 Munkánk célja az volt, hogy azonosítsuk és jellemezzük a 

sejtciklus szabályozásában fontos szerepet játszó APC komplex TPR 

alegységeit Drosophila melanogasterben. Eredményeinktől azt reméltük, 

hogy az egyes alegységek komplexen belüli funkciójának megismerésén túl 

közelebb kerülhetünk az APC egyedülállóan bonyolult felépítésének 

magyarázatához is. Munkatervemet a következő lépéseken keresztül 

valósítottam meg: 

1. Az Apc6, Apc7 és Apc8 alegységeket kódoló gének azonosítása 

bioinformatikai módszerekkel. 
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2. Apc6-, Apc7- és Apc8-specifikus transzgénikus RNS interferencia 

vonalak előállítása. 

3. Az RNS interferencia indukciója, és a kiváltott fenotípus genetikai, 

sejtbiológiai és citológiai jellemzése. 

4. Az alegységek kölcsönhatásának vizsgálata affinitás kromatog-

ráfiás kísérletekben. 

 

 

Alkalmazott módszerek 

 

- Rekombináns DNS technikák 

- Polimeráz láncreakció (PCR) 

- Inverz PCR 

- Szemikvantitatív reverz transzkripció kapcsolt PCR (RT-PCR) 

- DNS szekvenálás 

- P-elem remobilizáció 

- P-elem transzformáció 

- Gélszűrési kromatográfia  

- Western blot analízis 

- Neuroblaszt preparálás és citológiai jellemzés 

 

 

Eredmények 

 

Az élesztő TPR alegységek ortológjai Drosophilában is 

megtalálhatók. Ezek az alegységek az Apc3 (más néven Cdc27 vagy 

Mákos), az Apc6 (más néven Cdc16) és Apc8 (más néven Cdc23). Az Apc3 
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alegység mutánsainak vizsgálata alapján elmondható, hogy ez az alegység 

esszenciális az állatok fejlődése szempontjából, hiánya a mitótikus ciklinek 

felhalmozódását és metafázis-szerű gátlást eredményez. Dolgozatomban 

további három Drosophila APC TPR alegységének genetikai és biokémiai 

vizsgálatával foglalkozom. Kimutattuk ugyanis, hogy az élesztő TPR 

alegységek homológjai mellett a Drosophila genom kódol még egy TPR 

fehérjét, amely a gerincesek APC komplexének Apc7 alegységével mutat 

közeli rokonságot. Ezt a gént a Drosophila genom projekt (BDGP) a 

CG14444 azonosítóval látta el. A Drosophila Apc7 fehérje elsődleges 

szekvenciája, valamint a TPR motívumok számát, elhelyezkedését és 

eloszlását tekintve is konzerváltnak látszik mind a növényi, mind pedig a 

humán homológokkal összehasonlítva. A Drosophila Apc7 fehérje TPR 

motívumai nagyobb mértékben hasonlítanak a humán Apc7 fehérje azonos 

pozícióban lévő TPR motívumához, mint egymáshoz, ami funkcionális 

hasonlóságra utal. Ez a hasonlóság megerősíti, hogy a CG14444 fehérje a 

Drosophila Apc7 homológnak felel meg, ezért az Apc7 gént a továbbiakban 

együtt vizsgáltuk a többi TPR alegységet kódoló génnel.      

Az Apc6, Apc7 és Apc8 gének funkciójának vizsgálatához 

transzgénikus RNS interferencia vonalakat hoztunk létre. Az alegység-

specifikus duplaszálú RNS-ek expressziója hatékonyan és specifikusan 

csökkenti az adott gén kifejeződését, és így az érintett génre specifikus 

funcióvesztéses fenokópia jön létre. Az Apc6 és Apc8 specifikus 

géncsendesítés nem befolyásolta szignifikánsan az embriók és korai lárvák 

fejlődését, azonban a későbbi fejlődési stádiumokban különböző báb 

letalitást eredményezett. Az Apc8RNSi állatok az előbáb állapot P4(ii) 

stádiumában pusztultak el. Az Apc6RNSi állatok némileg tovább fejlődtek és 

a „phanerocephalic” bábállapot P5(i) stádiumában pusztultak el. Az 

Apc8RNSi hatása erősebbnek bizonyult olyan szempontból is, hogy több 
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harmadik stádiumos lárva pusztult el és nagyszámú melanotikus tumor is 

megfigyelhető volt bennük. Mind az Apc6RNSi, mind pedig az Apc8RNSi 

állatok előbb pusztultak el, mint az Apc3 gén mks1 alléljára homozigóta 

állatok.  

A harmadik stádiumos vándorló lárvák agyából készült 

preparátumokat vizsgálva megfigyelhető volt, hogy az Apc6RNSi és Apc8RNSi 

sejtekben a vad típusú, pálcika alakú kromoszómák helyett gyakran szinte 

pontszerűvé zsugorodott kromoszómák jelentek meg, amelyek vagy 

szétszóródva helyezkednek el, vagy szabályosan elrendeződtek a metafázis 

síkban. A túlkondenzálódott kromoszómák arra utalnak, hogy a sejtek a 

normálisnál hosszabb időt töltenek mitózisban, késlekednek, vagy 

megrekednek ebben a stádiumban, miközben kondenzációjuk tovább 

folytatódik. Ennek megfelelően több sejt volt mitózisban, ami a vad 

típushoz képest kétszer nagyobb mitótikus indexben (MI) mutatkozott meg. 

A sejtek többsége metafázis-szerű stádiumban volt, viszont az anafázisban 

és telofázisban lévő sejtek száma relatívan alacsony maradt. Ez 

megmutatkozik az Apc6RNSi sejtek esetén kétszer, az Apc8RNSi sejtek esetén 

háromszor magasabb metafázis-anafázis arányban, ugyanakkor azt is 

sugallja, hogy ezen alegységek funkciójának kiesése metafázis szerű késést 

vagy gátlást eredményez. Az Apc6RNSi és Apc8RNSi sejtek egy része poliploid 

volt, amelyek között leggyakrabban tetraploid, ritkában oktaploid vagy még 

magasabb ploiditású sejtek voltak, minden esetben túlkondenzálódott 

kromoszómákkal. Nem csak a metafázis, hanem az anafázis idején is 

megfigyelhetőek voltak rendellenességek például visszamaradó 

kromoszómák és kromoszóma hidak.  

Az APC egyik fő funkciója a mitótikus ciklinek kijelölése 

lebontásra. Az Apc6RNSi és Apc8RNSi mitótikus sejtek megemelkedett 

mennyiségű Ciklin B-t tartalmaztak, viszont meglepetésre, a Ciklin A 
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normális ütemben degradálódott. Igen érdekes, hogy az Apc6RNSi és Apc8RNSi 

sejtekben megfigyelhető tökéletes metafázisok magas aránya 

összefüggésben van ezeknek a sejteknek a Ciklin A degradációs 

képességével. Ez azt sugallja, hogy a Ciklin A degradációja szükséges a 

Drosophila esetén a kromoszómák középsíkba rendeződéséhez a metafázis 

során.  

Az Apc6 és Apc8 gének funkcióvesztéses fenotípusától eltérően az 

Apc7 gén funkciójának kiesése nem vezetett a fentebb említett 

abnormalitásokhoz. Az Apc7RNSi állatok életképesek és fertilisek voltak, bár 

gyenge mitótikus fenotípus kromoszóma kondenzációs és szegregációs 

hibákkal detektálható volt sejtjeikben. Az Apc7 gén nem esszenciális 

funkciójának bizonyítására előállítottuk a gén null mutáns allélját, a gén 3’ 

végének közelében elhelyezkedő P elem pontatlan kivágódásával. A P elem 

kivágódása létrehozott egy akkora deléciót amely eltávolította az Apc7 gén 

kétharmadát, beleértve a funkcionálisan fontos nyolc tandem TPR 

ismétlődést is. Az Apc7 null mutáns fenotípusa azonosnak bizonyult az 

Apc7RNSi vonalakéval. A mitótikus ciklinek lokalizációja és lebomlásának 

dinamikája is megkülönböztethetetlen volt a vad típustól. Mivel az Apc7 

alegység csökkent működésének vagy hiányának következtében kialakuló 

fenotípus igen nagymértékben eltért a többi alegység csökkent működése 

vagy hiánya által okozott fenotípustól szükségét éreztük, hogy 

bebizonyítsuk, hogy a homológia alapján azonosított Apc7 fehérje 

Drosophila esetén is kapcsolódik az APC-hez. Ehhez különböző 

molekuláris nyomjelzőket hordozó Apc7 és Apc3, vagy Apc7 és Apc8 

fehérjéket expresszáltunk egyszerre S2 sejtekben, majd ezek extraktumait 

affinitáskromatográfiával tisztítottuk és western blotton analizáltuk. 

Eredményeink azt mutatják, hogy az Apc7 legalább időlegesen 

asszociálódik a APC-vel. Az affinitáskromatográfiával kapott eredményt 
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megerősíti az a megfigyelésünk, hogy az Apc7 gén szinergisztikus genetikai 

interakciót mutat az Apc8 alegységgel. Mindezen adatok együttesen azt 

sugalják, hogy az Apc7 nem állandó komponense az APC-nek, nem tartozik 

az APC magját alkotó alegységek közé, hanem csak ideiglenesen 

kapcsolódik a komplexhez, mint a Fizzy vagy a Fizzy-related szabályozó 

fehérjék.  

A TPR mutánsok egymástól eltérő fenotípusa nem igazán 

egyeztethető össze az APC szerkezetét leíró azon modellel, amely szerint az 

APC vázát a TPR alegységek alkotják. Egy ilyen központi vázszerkezettől 

azt várnánk, hogy összeomlik, vagy instabillá válik és így működésképtelen 

APC-t eredményez, ha szerkezeti elemeit egyesével, vagy kettesével 

eltávolítjuk. Mi nem ezt tapasztaltuk az RNSi vonalaink analízise során. Az 

agy és az imágókorongok az egyes és kettős TPRRNSi állatokban is 

kifejlődtek. Tény, hogy az agy és az imágó korongok is csökevényesek 

voltak, azonban puszta létük igazol bizonyos szintű mitótikus aktivitást, és 

legalább minimális szintű APC működést. E megfigyelések alapján a mi 

adataink jobban támogatják azt az alternatív modellt, amely szerint az APC 

szerkezeti alapját a legnagyobb alegység, az Apc1/Shtd képezi. E modell 

szerint az Apc1/Shtd központi alegységhez különböző, a többi alegység 

által alkotott alkomplexek kapcsolódnak. Mindezeket figyelembe véve a mi 

elképzelésünk szerint a TPR alegységek egy funkcionális alkomplexet 

képezve az Apc1 alegységhez kapcsolódnak és valószínűleg aktivátorok és 

szubsztrátok megkötésében játszanak szerepet. 
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Összefoglalás 

 

Kísérleti adataink alapján a következő megállapításokat tehetjük: 

 
• Azonosítottuk és transzgénikus RNS interferencia vonalak 

analízisén keresztül jellemeztük a Drosophila APC TPR 

alegységeit.  

• Kimutattuk, hogy az Apc6 és Apc8 alegységek funkcióvesztése 

letális fenotípust eredményez, ami együtt jár metafázis gátlással, 

apoptózis indukcióval és Ciklin B felhalmozódással. 

• Kimutattuk, hogy a humán Apc7 alegység homológja megtalálható 

Drosophilában is.    

• A Drosophila Apc7 gén szinergisztikus genetikai kölcsönhatást 

mutat az Apc6 és Apc8 génekkel.  

• A Drosophila Apc7 fehérje együtt tisztul az Apc3 és Apc8 

alegységekkel.  

• A Drosophila Apc7 fehérje nem létfontosságú komponense az 

APC-nek.  

• Kimutattuk, hogy az Apc8 alegység legalább két példányban van 

jelen az APC komplexben. 
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