Az anafazis promoting komplex (APC/C)

katalitikus modulja Drosophila melanogasterben

Ph.D értekezés

Nagy Olga

Témavezetd: Dr. Deak Péter

Bioldgia Doktori Iskola
MTA SZBK Biokémia Intézet

SZTETTIK

2012.

Szeged



TARTALOMJEGYZEK

IRODALMI ATTEKINTES .ottt 1
1. AZ €UKAFIOA SEJECIKIUS ......vveciiicie e e et e 1
2. A SEJTCIKIUS SZADAIYOZASA. .......cvviiviie it e 3
2.1 Aciklinek és Cdk-k szerepe a sejtciklus szabalyozasaban .............cccccoceevvviviiiiciie e, 3
2.2 Afehérjelebontas szerepe a sejtciklus szabalyozasaban.............ccccccceevvviviiiiiciicciie e, 5
2.3 Az ubikvitin-fiiggd proteaszomalis fehérjelebontas................ccccocovvviieiiiieiiie i, 6
2.4 A sejtciklus szabalyozasaban résztvevo ubikvitin-ligazoK...............cccoeeiiiiiciicc . 7
3. Az APC/C aktivitdsanak SzZabaly0zZASa.............ccuciuveiiieiiie e 9
4. Az APC/C célfehérjéi €s feliSMErESUK .........cccviiiieieicie et 12
5. AZ APC/C AlB0YSEUBI .. veiveeee ettt ettt st te ettt a e e ens 14
6. AZ AP C/C TRIBPITESE. ... .o ee ettt s sta e e rr e e e e e e aeearee e 17
7. A Drosophila APC/C alegYSBUEI .....ccvvi i ettt s 19
CELKITUZESEK ...ooioooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiii i 22
ANYAGOK ES MODSZEREK ...ttt 24
1. Eleszt6 torzsek é MOASZEIeK ...............cocovvevevieieeeeieeieeceees e ses s eien e 24
2. Eleszt6 Kett6s-NiDriod KISEIETEK............ccovivevieieeeiiee et 24
3. Eleszt6 harmas-hibrid KISEFIEEK ..............oovviieiie it 25
4. B-galaktozidaz aktivitds KIMULIAtASA ...........ccceiiiiiii i e s 25
5. Eleszt6 Komplementacios teSZE.................o.covovveeeueeevereeeeessesesesseeseseseseseeeeees s 26
6. Felhasznalt Drosophila melanogaster tOrzsek ...........ocovvveiveeiivcieciiciie e 27
7. Img és Dmube2S deléciés mutansok elallitisa P elem remobilizacidval......................... 27
8. Letalfazis MeghatarozZas. .........ccoccviiiiiiie i s 28
9. A lemming mutansok fenotipusanak Menekitese..........cccovviiiriiiciiieiiie e, 29
10. Szemikvantitativ, reverz transzkripcid kapcsolt PCR (RT-PCR) .........cccccoevvvveviveinnenne. 30
11, CitolOGial ANAHZIS ......ecvvee e i e a e et a e 31
12, IMIMUNTESTES ...t ettt et ettt et e e et e bt et ene e e ereens 32
13. 5" 65 3'-VEQi RACE VIzZSQAlAtoK ........c.ccouviiiieiiiiiiciccreee e e 33
14. Epitop konstrukciok és western blot Kisérletek............cocoiviiiiiiiiiciiciicie e 33
15. Kolhicin és Docetaxel etetesi tESZLEK .........uiieiiiiie it 34
16. Felhasznalt PrimEreK .......c.ooviiiice e e e e 35
EREDMENYEK ..ottt 36
1. A lemming funkciéjanak kiesése babletalitashoz és apoptozishoz vezet ..............cc.cv.e. 36
2. A lemming MUEACIOK TEIMESZELE.........ccuviiveiiee e 37
3. A lemming mutansok mitdtikus fenotipusanak vizsgalata............cccccceeeveiiiveiivciiciie e, 39
4. Alemming gén dicisztronos szerkezete az evolUcidsan konzervalodott a Drosophilidae

(o0T= 1 F=To | o I- Vo OO USSP UPRUSOPOR 42
5. AlmgA a Drosophila APC/C Apcll alegységét kddolja........c..ccoveveeiiieiine i, 45
6. A mitotikus CIKIINEK VIZSQAIATA .........cccveiieiiiiciece e 45
7. AlmgA és ImgB expresszidjanak vizsgalata az egyedfejlédés soran ................................ 48
8. A LmgB fehérje expressziojanak Vizsgalta ..........cccccevveiviiiiciiciieie s 49

9. A lemming mutansok fenotipusanak Menekitese..........cccovviiviiiiiiiieiiie e 50



10. A LmgA funkcidjanak vizsgalata heterolog komplementacids kisérlettel...................... 51

11. ALmgA kélcsdnhatasanak vizsgalata az Apc2 alegységgel.......c.covvevveiiecieciiicviiennene, 52
12. Az APC/C-vel kdlcsdnhatd E2 enzimek azonoSitasa..........ccccovvevveiveiieiieciecreeieeeennns 53
13. Genetikai koélcsonhatas vizsgalata az apc2, apcll és vihar KOzott..........ccccoveevveivennnnn. 56
14. Dmube2S null mutins elGAItASA ...............coooiiiiiiiiiiie e e 58
15. A Dmube2S®"2 genetikai kdlcsdnhatasa a morula, lemming és vihar génekkel............... 59
16. A Dmube2S mutansok érzékenyek mitozist gatld szerekkel szemben............c.cccoveveene. 61
17. Amad2 hianya menekiti az Dmube2S kolhicin érzékenységét ..........ccccooveevveiviveviveinnenne. 63
EREDMENYEK MEGVITATASA ...ccoiiiiiiiii i, 65
KOSZONETNYILVANITAS oo, 72
OSSZEFOGLALOD. ...t 73
SUMMARY Lottt e 77

IRODALMI HIVATKOZASOK ..ottt 77




Irodalmi attekintés

IRODALMI ATTEKINTES

1. Az eukariota sejtciklus

Minden sejt kizarélag mar meglévd sejtek osztodasaval johet Iétre. A sejtek az
osztodas el6tt megkettézik anyagaikat, majd ezt kovetéen két, egyméassal és a kiindulasi
anyasejttel szinte teljesen egyforma leanysejt jon Ilétre. A novekedésnek és a
sejtosztodasnak ezt a periodikus véltakozéasat nevezzik sejtciklusnak, amely minden
¢lélényre alapvetden jellemzo folyamat. Egysejtli organizmusok esetében minden osztodas
egy teljesen U1j él6lényt eredményez, mig a tobbsejti él61ényeknél szamtalan sejtosztddas
szilkséges ahhoz, hogy egyetlen kiindulasi sejtb6l létrehozzak szdveteiket, szerveiket,
illetve elhal6 sejtjeiket potoljak.

A sejtciklus részleteiben igen eltérd lehet kiilonb6z6 organizmusokban, azonban
alapvetd fazisatmenetei és szabalyozasa konzervalodott az eukarioték evollcidja soran. Az
orokité anyag hibatlan duplikalodasa, majd azok pontos kettéosztdsa az utddsejtekbe, a
sejtciklust két jol definialhatd féazisra osztja. A DNS replikacioja és a kromoszémék
megkett6zOdése az S fazisban (szintézis) jatszodik le, majd ezt kdveti a kromoszéméak
szétvalasa, es szegregacitja az osztodas M fazisaban (mitdzis).

Az M fazisban a megkett6z6dott, hosszu, fonalszeri DNS kromoszoémakka all
Ossze (profazis). A sejtmag osztoddsakor a sejtmaghértya felbomlik és a kondenzalt
kromoszomékat alkotd lednykromatida-padrok mindegyikéhez hozzdkapcsolddnak a
mitotikus orsé mikrotubulusai, a htzofonalak. Az ellentétes huzderé6k kovetkeztében a
kromoszomak az orsé felezési sikjaba rendezddnek, ott idéznek egy kicsit (ezt
metafdzisnak nevezziik), majd hirtelen szétvalasukkal (az anafazis kezdete) megkezd6dik a
lednykromatiddk polusok felé torténd vandorlasa. A kromatiddk a polusokhoz érve
dekondenzalodnak, majd 11j sejtmaghartya alakul ki koriilottik. Ezt kdvetden a citoplazma
is kettéosztddik (citokinézis), majd a sejt kettévalasaval a sejtosztodas befejezédik (1.
abra).

Az S és M fazisokat Un. ,,gap” fazisok valasztjak el. A mitdzist kovetd szakaszt G1
fazisnak, az S fazist kovetot pedig G2 fazisnak nevezziik. Két mitodzis kozotti idoszak az
interfazis, amely tehdt G1, S és G2 fazisokra tagolodik. A G1 és G2 fazisok biztositjék,
hogy a sejtnek legyen elég ideje a ndvekedéshez és egyéb sejtfolyamatok elvégzéséhez. Az
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orokité anyaguk megduplazodasa mellett, a sejtorganellumaik és egyéb makromolekuldk

megkettdzddésére is sziikségiik van.

?‘/

mitotikus orso

s mitdzis
centroszoma

metafazis

anafazis

1. 4bra Az eukaritta sejtciklus fazisai.

A G1 fazis kiilonosen fontos a sejtek életében, mert ekkor dél el, hogy osztodnak,
vagy pedig kilépnek a sejtciklusbol. Nem megfeleld kornyezeti feltételek, tapanyag-
ellatottsag, kiilsé vagy bels6 gatld jelzések hatasara nyugalmi, vagy GO allapotba kertilnek,
ahol akér életlik végéig is maradhatnak. Ha azonban a sejt athalad a G1-fazis egy
meghatarozott pontjan, amit restrikcids, vagy start pontnak neveznek, akkor a sejtciklus
mindenképpen lejatszodik, még akkor is, ha kdzben a korilmények megvaltoznak.

Arrdl, hogy a sejtciklus legfontosabb eseménye - a DNS megkett6z6dése és pontos
kettéosztasa az utddsejtekbe - hibatlanul végbemenjen, egy évmillidk alatt tokéletesedo,
Osszetett szabalyozasi mechanizmus gondoskodik, ami egymaéssal kdlcsonhatd fehérjék
lancolatabol all. Ha a rendszer miikodésében hiba kovetkezik be, az végzetes lehet a sejtre
nézve. Az ilyen folyamatok vezetnek az abnormalis sejtproliferacioval jaré betegségek
kialakuldsahoz is.
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2. A sejtciklus szabalyozasa

Eukariotdkban a sejtciklus eseményeinek irdnyitasat szabalyozo fehérjékbol allo
szigoru rendszer végzi. Ez a szabalyoz6 rendszer egy olyan autoném biol6giai 6réhoz
hasonlithatd, amely pontosan be van programozva arra, hogy a sejtciklus eseményei
megfeleld helyen és megfelelé idében kovetkezzenek, elég id6t hagyva, hogy az egyes
fazisok ne kezdddjenek el mindaddig, mig az el6z6 be nem fejezddik. A szabélyozo
mechanizmus kozponti elemei a ciklin fiiggé kinazok, vagy Cdk-k (cyclin-dependent
kinase: Cdk) és az ubikvitin-fligg6 fehérjelebontd rendszer.

2.1 A ciklinek és Cdk-k szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

A sejtciklus szabélyozasaban a szerin-treonin protein kindzok csalédjiba tartozo
ciklin figgd kinazoknak kulcsfontossadgl szerepe van. A Cdk-k maés kinaz fehérjékhez
hasonléan, ATP-b6l szarmazo foszfat csoport kovalens kotédését katalizaljak szubsztrat
fehérjékhez. Ez a foszforilaci6 megvéltoztatia a célfehérjék aktivitdsat vagy
kolcsonhatasba lépését mas fehérjékkel.

A Cdk-k mennyisége a sejtciklus folyaméan szinte allando, aktivitdsa azonban
jelent6s kiilonbségeket mutat. A Cdk-k 6nmagukban katalitikusan teljesen inaktivak. Mint
nevik is jelzi, aktivitasuk specialis aktivalo fehérjéktdl, a ciklinektdl fiigg. A ciklinek olyan
szabalyoz6 fehérjek, amelyeknek szintézisik és degradaciojuk sejtciklusonként
periodikusan ismétlédik (Hartwell, 1991). Ciklin kétddése nélkiil a Cdk aktiv centrumat
elzarja a C-terminalis doménjébdl kiemelkedd T-hurok. A ciklin bekotédése konformacios
véltozasokat eredményez a kindz szerkezetében, és részlegesen aktivalodik. Teljes
aktivitdsdhoz 160-as pozicioban 1év6 treonin (T160) foszforilalasa sziikséges. Ez a treonin
a T-hurok cslcsan helyezkedik el, amelynek a foszforilalasat a Cdk-aktivalé kinaz (CAK)
végzi. Ezaltal Ujabb konforméacids valtozasok torténnek, aminek kdvetkeztében az aktiv
centrum maximalisan elérhetévé valik a szubsztrat fehérjék szamara.
defoszforilalasaval inaktivalhatok, hanem a 14. pozicioban 1év6 treonin (T14) és a

kovetkez6 pozicioban 1év6é tirozin (Y15) oldallincok foszforilaci6javal is. Ezt az
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evollciosan konzervalddott Wee-1 protein kindz végzi, a foszfat csoportok eltivolitdsahoz
pedig a Cdc25 csalddba tartozd protein foszfatdzokra van szikség (Borgne és Meijer,
1996). A Weel kinaz és a Cdc25 foszfatdz aktivitdsanak szabalyozasat sajat szubsztratjuk,
a mitotikus Cdk végzi. A mitdtikus Cdk foszforilacioval inaktivalja Weel kinazt és
aktivalja Cdc25 foszfatazt. Ez a visszacsatoldsos mechanizmus szabélyozza a mitdtikus
Cdk kapcsoloszerti aktivacidjat a mitozis elején, aminek kovetkeztében a sejt
visszafordithatatlanul belép a mitdzisba. A mit6zis elején aktivalédnak a Polo és Aurora
kinaz fehérjék is, amelyeknek aktivitdsa a mitdtikus Cdk-val egyitt sziikséges az orso
Osszeszerelddéshez, a centroszomak szétvalasahoz és a citokinézéshez (Barr, 2004). A
mitétikus Cdk-k és az Awurora Kkindz szabalyozzak peéldaul kinezin fehérjék
foszforilaci6javal a centroszomék szétvalasat (Meraldi, 2004).

A ciklin-Cdk komplexek aktivitasanak tovabbi szabalyozasat teszik lehetové a
specifikus Cdk inhibitorok is (CKI). Az inhibitor molekuldk gatlé hatasukat ugy érik el,
hogy bekotédnek a Cdk-k aktiv centrumaba.

Ciklin osztalyok és Cdk partnereik

Faj Gl G1/S S M

Cdk1 Cdk1 Cdk1 Cdk1

S. pombe Pucl Pucl, Cigl Cigl, Cig2 Cdc13
Cdk1 Cdk1 Cdk1 Cdk1

D. melanogaster ~ Ciklin D Ciklin E CiklinE,A  CiklinA, B, B3
Cdk4 Cdk2 Cdk1, 2 Cdk1
X leavis Ciklin E CikinE,A  CiklinA, B

Cdk2 Cdk1, 2 Cdk1

H.sapiens  CikinD1,2,3  CiklinE Ciklin A Ciklin B
Cdk4, Cdk6 Cdk2 Cdk1, Cdk2 Cdk1

1. tdblazat A sejtciklus szabalyozasaban résztvevo ciklin osztalyok és Cdk partnereik.

A sejtciklus  kiilonbozo  fazisaiban  kiillonb6zé  ciklinek  képzddnek.
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Megkulonboztetink G1-, G1/S-, S- és M-ciklineket, valamint az ezeknek megfelel6 Cdk-
ciklin komplexeket. Szemben az élesztd egyetlen Cdk-fehérjéjével, amely az &sszes
ciklinnel képes komplexet alkotni, Drosophilaban méar haromféle Cdk talalhat6, amelyek
mas-méas ciklinekkel alkothatnak komplexet. Gerincesekben viszont négy tipust is
megkiilonboztetnek: kettd a G1 ciklinekkel, egy a G1/S és az S ciklinekkel, egy pedig az M
ciklinekkel lép kdlcsdnhatésba (1. tablazat; Morgan 1997).

A ciklin-Cdk komplexek és szabalyozé fehérjéik egy bonyolult hal6zatot alkotva
biztositjak, hogy a sejtciklus egyes fazisdtmenetei kizarélag egy irdnyba és irreverzibilisen
jatszodjanak le. A rendszer komponensei olyan biokémiai kapcsoloknak tekinthet6k,
amelyek aktivacids-inaktivacios lépesekkel, visszacsatolasos kolcsdnhatasokkal, minden
vagy semmi alapon biztositjak a sejtciklus szabalyos lefolyasat. A szabalyoz6 rendszer
robosztussaga és a mechanizmusok atfedése biztositja, hogy még akkor is megbizhatdan

miikodjon, ha az egyik komponense meghibésodik.

2.2 A fehérjelebontés szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

A sejtciklus szabalyos lefolyasdhoz nemcsak a kiillonbozd Cdk-k megfeleld
sorrendben torténd aktivalodasara van sziikség, hanem fontos az aktivitasukat szabalyozo
fehérjék lebontésa is akkor, amikor mar nincs sziikség rajuk.

A fehérjelebontés szabélyozza a sejtciklus két legkritikusabb lépését, a DNS
elejen megtorténik a DNS Aatirdsdhoz szikséges prereplikativ komplexeknek az
Osszeszerelddése a replikacios origokon, aminek elengedhetetlen feltétele a mitotikus
ciklinek lebontasaval jar6 Cdk inaktivacié (Fujita, 1999). Ezt kovetéen az S fazishan az S-
ciklinek szintjének emelkedése aktivalja az S-Cdk-t, ami sz&mos, a DNS replikéacidjahoz
szilkséges fehérjék szintézisét indukélja. A fehérjelebontdsnak nemcsak a mitotikus
kinazok aktivitasanak szabalyozésaban van szerepe, hanem indirekt médon biztositja, hogy
ciklusonként csak egyszer kovetkezhessen be a DNS replikacidja.

A DNS étirdsa utan a lednykromatidékat egy tobb alegységes fehérjekomplex, az
un. kohezin tartja dssze egészen a metafazis végéig. A kohezin komplexet 4 alegyseg, az

Smcl, Smc3, Sccl és Scc3 épiti fel (Hopfner, 2003). A metafazis-anafazis atmenet soran a
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lednykromatidak szétvalasat egy protedz, a Szeparaz hirtelen aktivacidja teszi lehetdové. A
Szepardz az Sccl hasitasaval a kohezin komplex szétesését eredményezi, és megindul a
kromatidak pdlusiranyl vandorlasa. A sejtciklus alatt, amig a Szepardz enzimre nincs
szilkség, a Szekurin anafazis inhibitor molekula tartja inaktiv forméban, heterodimer
komplexet alkotva vele (Uhlmann, 1999; Yanagida, 2000). A gatl6 fehérje szabalyozott
proteolizise teszi lehet6vé, hogy a kromoszoémaszegregacio megfelelé idében és egyszerre
torténjen.

A ciklinek, a szekurin és mas sejtciklust szabalyozé fehérjék lebontasat a sejt egy
aktiv, energiat igényl¢ folyamattal éri el. A degradacio elott ezekhez a fehérjékhez

ubikvitin molekulak kapcsolédnak, ami feltétele a fehérjék lebontasanak (Hershko, 1983).

2.3 Az ubikvitin-fiiggé proteaszomalis fehérjelebontés

Az ubikvitin molekula egy minddssze 76 aminosavbdl allo, globularis szerkezetii
fehérje, amely eukariotdkban er6sen konzervéalddott. A fehérjék poszttranszIlacios
maddositdsa ubikvitin molekuldkkal megvéltoztatja azok stabilitisat, aktivitasat és
lokalizacidjukat (Pickart, 2004).

ATP  AMP+PPi

2. &bra Az ubikvitin-fiiggé fehérjelebontas mechanizmusa. Az E1 enzim ATP felhasznalasaval aktivélja az
ubikvitint (Ub, kék korok), majd atkerl az ubikvitin-konjugal6 enzimre (E2). Az ubikvitinek athelyezését az
E2 enzimr6l a célfehérjére az E3 ubikvitin-lig4z aktivitasa katalizalja.

Az ubikvitin célfehérjékhez torténd kotését egy enzimkaszkdd végzi. A folyamat
els6 1épése az ubikvitin aktivalddasa, amelyet az E1 ubikvitin-aktivald enzim végez. Ennek
soran, ATP felhasznaldsaval egy nagyenergiaju tioészter kotés jon létre az ubikvitin
molekula Kkarboxi-terminalisan 1év6é glicin, és az E1 ubikvitin-aktivalo enzim aktiv

centrumaban 1év6 cisztein oldallanca kozott. Ezutdn az aktivalt ubikvitin atkeril az E2
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ubikvitin-konjugalé enzim ciszteinjére, Ujabb tioészter kotést formalva. Kovetkezd
Iépésben pedig megtdrténik az aktivalt ubikvitin célfehérjére juttatdsa. Ehhez a reakciéhoz
egy harmadik enzim, az E3 ubikvitin-ligdz aktivitasa szlikseges, ami kdlcsdnhatésba lépve
a célfehérjével, és az E2-ubikvitinnel, lehet6vé teszi az ubikvitin athelyezését a
szubsztratfehérje valamelyik kittintetett lizin oldallancéra (2. dbra). Itt az ubikvitin karboxil
csoportja es a szubsztratfehérje lizin oldallanca kozott izopeptid kotés alakul ki. Ezt
kovetden a fehérjéhez kapcsolt ubikvitin sajat lizin oldallincahoz t6bb ubikvitin molekula
is hozzé&kapcsolddhat, poliubikvitin lancot alkotva. Atto] figgden, hogy az ubikvitin hét
lizin oldallanca koziil melyikkel kapcsolodva hozza 1étre a poliubikvitin lancot, dol el a
fehérje sorsa. Ha a célfehérjén a 48-as (Hochstrasser, 1996), illetve magasabbrendii
eukaridtdkban 11-es pozicioban (Jin, 2008) elhelyezkedé lizin oldallancukon keresztiil
kapcsol6dd ubikvitin molekuldkbol &llé lanc alakul ki, az degradécios jelként szolgél.
Bizonyos fajokban a megfeleld méreti poliubikvitin lanc Osszeszerelodését egy
nemrégiben felfedezett enzimcsalad, az E4 ubikvitin-lanc elongéciés faktorok segitik
(Hoppe, 2005). A poliubikvitilalt fehérjéket egy hatalmas fehérjelebontd komplex, a 26S
proteaszdma ismeri fel, majd megkéti azokat, és 9-21 aminosav hosszisagu peptidekre
bontja (Hershko, 1994; Zachariae, 1999). A degradéacios jelként szolgald poliubikvitin
lancokat az un. dezubikvitilalo enzimek (DUB) lehasitjak a fehérjékrol. Az igy felszabadult
ubikvitinek tjra elérhet6k lesznek az ubikvitin-aktivalo E1 enzim szdmaéra (Song és Rape,
2008).

Az E1 ubikvitin-aktivalo enzimbdl csak egy talalhato a sejtekben, kivéve a
gerinceseket, ahol ketté (Pelzer, 2007). Az E2 ubikvitin-konjugalé enzimekbdl mintegy
tucat van, amelyek szdmos (szédznal tobb) E3 enzimmel Iéphetnek kdlcsonhatasba. Az
ubikvitilald folyamatban az E3 enzimek a célfehérjék és E2 enzimek felismerésével, és

megkotésével biztositjdk a folyamat specifitasat.

2.4 A sejtciklus szabalyozdsiban résztvevé ubikvitin-ligazok

Az E3 enzimek kozul a sejtciklus szabalyozdsaban két E3 ubikvitin-ligaz

enzimkomplexet azonositottak. Az egyik a G1-S és S-G2 fazisdtmenetekben haté SCF

komplex, amely harom alegységének kezdébetiiib61 kapta a nevét: Skipl, Cullin és F-box.
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A masik E3 enzim pedig a kromoszOma-szegregaciot, és a mitdzisbdl valé kilépést
szabalyozdé anafazis promoting komplex, vagy APC/C (Anaphase-Promoting
Complex/Cyclosome; Peters, 1998; Reed, 2003).

Mindkét E3 enzimkomplex az (n. RING finger tipusi ubikvitin-ligaz
enzimcsaladba tartozik. Szerkezetilket tekintve mindkét E3 aktiv centruménak
felépitésében részt vesz egy RING finger domént hordozd fehérje. A RING finger domén 4
cink ion megkotésére, és fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasara képes. Ezen keresztill
valosul meg az ubikvitinnel toltott E2 enzim kotédése. Tovabba mindkét E3 szerkezeti

vazat egy cullin fehérje alkotja (3. abra).

SCF APC/C

‘ coc27 '
F-box & o y
protein O & PCAl
Q \
. S & [coHi
@ RBX1
cbc
Cullin-1 . - APC2

Cullin alegység Ring-finger alegység szubsztrat adaptor

APC11

APC4and 5 APC1

3. dbra A RING finger tipust ubikvitin-ligazok szerkezete megfeleltethetd egymasnak, lasd azonos szinek
(Moccario és Rape, 2012. alapjan). A: Az SCF komplexnek harom kdzponti alegysége van: a Cullin-1, az
RBX1 és a SKP1, de szamos kiilonboz6 F-box fehérjével egyiittmiikodik. B: Az APC/C komplexet legaldbb
13 alegység épiti fel. Aktivitasat két szubsztrat adaptor molekula, a Cdhl és a Cdc20 hatarozza meg.

Annak ellenére, hogy az SCF és APC/C komplexek szerkezetiiket és funkcidjukat
tekintve nagyon hasonloak, azok a mechanizmusok, amelyek a szabalyos miikodésiikhoz
szlikségesek nagyon kiillonbozéek (Morgan, 2006). A SCF komplex csak foszforilalt
szubsztratok megkdtésére képes. Az F-box alegysége koti meg a szubsztratot, és az
ubikvitilalashoz alkalmas pozicidban tartja a RING finger alegység altal kotott E2 szdméra.
Az SCF kozponti alegységeinek aktivitdsa allandd a sejtciklus alatt. Aktivitasat a
szubsztratok foszforildltsaga és az F-box fehérjével szembeni affinitdsa hatarozza meg,

valamint, hogy rendelkezésére all-e megkothetd E2 enzim (Harper, 2002). Ezzel
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ellentétben nem sziikséges, hogy az APC/C célfehérjei foszforilaltak legyenek. Aktivitasat
az egész sejtciklus alatt alegységeinek foszforilaltsaga, valamint kilénboz6 aktivator és
inhibitor fehérjék kotddése szabalyozza.

Az APC/C komplexre a sejtciklus szabalyozasadban résztvevd ciklinek ¢s Cdk
inhibitorok kutatasa soran bukkantak ra. Karmosbéka (Xenopus leavis) petékb6l és ehetd
kagylobol (Spisula solidissima) keszitett sejtkivonatok vizsgalata sordn megallapitottak,
hogy a Ciklin B ubikvitilalasaért egy hatalmas, mintegy 1500 kDa fehérje komplex felelés
(Sudakin, 1995; King, 1995). Ezt a komplexet cikloszomanak (cyclosome), illetve a
karmosbékaban azonositott hasonld tulajdonsadgt fehérjekomplexet pedig anafézis
promoting komplexnek (APC) nevezték el. A két elnevezés egyesitésébol sziiletett meg az
APC/C jelolés. Szerepét genetikai modszerekkel sarjadzd élesztében (Saccharomyces
cerevisiae) is igazoltak (Irniger, 1995).

Az APC/C a ma ismert legnagyobb és legbonyolultabb ubikvitin-ligaz. Mérete
sokkal nagyobb az SCF komplexnél. Pontos szerkezete meég nem ismert, de legalabb 13
alegység ¢épiti fel. Alegységeit tobb fajban is azonositottdk, melyek tobbsége erdsen
konzervalodott az evollcio folyaman. Még tisztdzatlan, hogy miért ilyen nagy ez a

komplex, és az egyes alegységek szerepérol is keveset tudunk.

3. Az APC/C aktivitasadnak szabalyozasa

Az APC/C koncentracidja a Cdk-hoz hasonléan kozel alland6 a sejtciklus soran,
azonban csak a metafazis-anafazis atmenet soran aktivalodik, és aktivitasa fennmarad
egészen a Gl fazis végéig (Kramer, 1998). Aktivalasahoz kiilonbozé alegységeinek
foszforil4cidja szukséges, melyeket a mitotikus Cdk és a Polo kinaz végez (Yamada, 1997;
Kramer, 2000). Az APC maximalis aktivitdsanak eléréséhez aktivator-alegységek kotddése
szilkséges. Legfontosabb aktivator fehérjéi a Cdc20 és a Cdhl (Visintin, 1997), valamint a
meidzis specifikus Amal (Cooper, 2000.).

A Cdc20 aktivator a metafazis-anafazis atmenet el6tt kapcsolodik az APC/C-hez, és
a kialakult APC/C®? komplex biztositja a lednykromatidak szétvalasat, és a mitdzishol
Cdc20

torténd kilépést. Az APC
ciklineket (4. &bra). A mitotikus ciklinek lebontasaval inaktivalodik az M-Cdk. A mitotikus

ezt ugy éri el, hogy ubikvitilalja a szekurint és a mitotikus
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kinaz aktivitasdnak hianydban csokken az APC/C foszforilaldsa, aminek kdvetkeztében
disszocialodik a Cdc20. igy az APC/CC*? aktivitas eltiinik a késdi anafazisra, és a helyét
az APC/C®™™ komplex veszi &t (Kramer, 2000).

. . leanykromatidak
mitdtikus orsd leanykromatidak szétvalasa
mikrotubulus / \

N7 N/ N A - m

Sccl hasitas -
kohezin komplex
(Smcl, Smc3, Sccl, Scc3)

— / (: o_ szabad Szeparaz

degradalt Szekurin

Szeparaz

Szekurin

Szekurin ubikvitinacio

4. dbra Az APC/C szerepe a leanykromatidak szétvalasaban ('Yeong, 2004. alapjan). A metafazis ideje alatt a
kromoszémakat egy tobb alegységes komplex, a kohezin tartja 8ssze. Az APC/C®** komplex ubikvitilalja a
Szekurin anafazis inhibitor molekulat, szabadda téve ezzel a Szeparazt. A metafazis-anafazis atmenet idején a
gatlas alol felszabadul6 Szeparaz az Sccl alegység hasitasaval a kohezin komplex szétesését eredményezi, és
megindul a leanykromatidak vandorlasa.

A mitézis alatt az APC/C®*® komplex az orsé-osszeszerelési ellendrzési pont
(spindle assembly checkpoint) szabalyozésa alatt all. Ez a rendszer felligyeli, hogy az
0sszes kromoszoma hozzakapcsolddott-e a mitdtikus orsé mikrotubulusaihoz. Ha ez nem
torténik meg, akkor a Mad2 és a BubR1 mitdtikus ellenérz6 fehérjék gatoljak a Cdc20
aktivator APC/C-hez kot6dését, inaktivalva ezzel az APC/C-t (Kramer, 1998).

A Cdhl aktivator fehérjét az Emil nevii inhibitor, és a Cdk1-Ciklin B 4ltal végzett
foszforilacié akadalyozza az APC/C-hez kapcsolédasban az anafazis kezdetéig. Az
inhibitorok azonban az anafazis soran lebomlanak. A mitotikus ciklinek lebontasaval pedig
inaktivalodik a Cdk, aminek kovetkeztében megsziinik a foszforilacid, amely az S és G2

fazis alatt inaktiv allapotban tartotta (Jasperson, 1999). A defoszforilalt Cdhl igy képes
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kotédni az APC/C-hez, a Cdc20 helyére. A kialakulé APC/C®™ komplexnek egyik
szubsztratja maga a Cdc20, aminek ubikvitinaciojaval az anafdzis végére teljesen eltiinnek
az APC/C®? komplexek. A G1 fazis végéig fennmaradé APC/CS™™ komplexek az S és M
ciklinek ubikvitinacidjaval lehetévé teszik G1/S-ciklin-Cdk komplexek felhalmozodasat,
és egy Ujabb sejtciklus elindulasat (Morgan, 2006).

hatdrozzdk meg az ubikvitin-lighz szubsztrat-specifitasat. Ezek az aktivatorok egy
ugynevezett WD40 domént tartalmaznak, amelyrél kimutattdk, hogy feltehetéen ez 1ép
kolcsonhatasba a szubsztratokban talalhaté ubikvitindcios szignalként szolgald felismerd
szekvenciakkal, létrehozva egy haromkomponensii, APC/C-aktivator-szubsztrat komplexet
(Passmore és Barford, 2005).

Az APC/C ubikvitin-ligdz aktivitdisahoz E2 ubikvitin-konjugélé enzimek
egylittmiitkodése  sziikséges. Eddig négy kiilonb6z6 ubiquitin-konjugald enzim
kolcsonhatasat igazoltdk. Ezek az Ubc4/Ubcb E2 enzimcsalddba tartoz6 UbcH5 (vagy
Ubc4), az E2-C csaladba tartoz6 UbcH10 (UbcX vagy E2-C) (Rape és Kirschner, 2004;
Mathé, 2004), E2-25K (Haldeman, 1997; Seino, 2003), és a nemrégiben azonositott
E2S/Ube2S (Steen, 2008; Williamson, 2009; Wu, 2009; Garnett, 2009). Ezek homoldgjait
szamos modellorganizmusban azonositottak.

Eml6s sejtvonalakban az UbcH10 inaktivacidja az APC/C funkcidjanak elvesztését
eredményezte, az UbcH5 inaktivécidja viszont nem vezetett erre az eredmeényre (Bastians,
1999; Townsley, 1997). Hasad6é ¢lesztében (Schizosaccharomyces pombe) és
ecetmuslicdban (Drosophila melanogaster) izolaltak az UbcH10 homoldgjainak, az Ubc11l
és a Vihar muténsait, amelyek esszenciélisnak bizonyultak az APC/C miikodéséhez (Osaka,
1997; Mathé, 2004). Hasadd élesztében két E2 enzim miikodése is esszencialisnak
bizonyult. Az UbcP4/Ubcll monoubikvitilalja a szubsztratokat, az UbcP1/Ubc4 pedig
folytatja a K48-kapcsolt poliubikvitin lanc dsszeszereléseét. Mindkét enzim miikodése
szilkséges a Cdc13 mitétikus ciklin ubikvitinicidjahoz (Seino, 2003). Ennek a folyamatnak
anal6gjaként, sarjadzd éleszt6ben is azonositottak a poliubikvitin lancok felépitésében
résztvevé Ubcd lanckezdd, és az Ubcl lanchosszabbito E2 enzimeket (Rodrigo-Brenni és
Morgan, 2007).

Humén és Drosophila S2 sejtkultdrakban in vitro kisérletekben kimutattédk, hogy a

K11-kapcsolt poliubikvitin lanc inici4cidjat az UbcH10 vagy az UbcH5, mig a lanc
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hosszabbitasat az Ube2S végzi (Wu, 2010; Williamson, 2009). Normalis korilmények
kozott az Ube2S nem bizonyult esszencialisnak, azonban mitdtikus géatlds alatt &llo
sejtekben, hidnyaban nem tortént meg a mitdzisbdl valo kilépés, és az APC/C legfontosabb
szubsztratjainak ubikvitinacidja (Garnett, 2009). Annak ellenére, hogy szamos kisérleti
adat rendelkezéstinkre all az APC/C-vel specifikusan egyiittmiikodé E2 enzimekr6l, nem
igazan tisztazott miért is ennyire kritikusak az APC/C miikodéséhez, €s hogyan torténik

meg kapcsolodasuk.

4. Az APC/C célfehérjéi és felismeresuk

Az APC/C szubsztrat-felismerésének molekularis mechanizmusa még kevéssé

ismert. A célfehérjék tartalmaznak egy néhany aminosavbol all6 destrukcios jelet, vagy
degront, amely sziikséges az ubikvitinaciohoz.
A Ciklin B tanulmanyozasa soran fedeztek fel egy 9 aminosavbol all6 szekvencia-
motivumot, amely sziikséges és elengedhetetlen feltétele volt az ubikvitindcidonak. Ezt
destrukciés-box-nak (D-box) nevezték el (King, 1996). Ugyancsak destrukcios jelként
szolgal az un. KEN motivum is (KEN-box), amelyet Xenopus sejtextraktumokban Pfleger
¢és munkatarsai mutattak ki el6szor (Pfleger, 2000). Az eddig ismert APC/C szubsztratok
legaldbb az egyik degront tartalmazzak. A D-box gyakrabban, a KEN-box &ltalban a D-
box-szal egyiitt fordul eld, de mindkét degron akar tobb kopidban is jelen lehet a
fehérjékben. Ezek a variaciok fokozzak az APC/C szubsztratspecifitasat. A D-box-ot az
APC/CC*? g5 az APC/C™™ komplex is felismeri, a KEN-box valosziniileg csak az
APC/C®™ felismeré szekvenciaja (Pfleger, 2001b).

Az APC/C kolcsonhatasat a szubsztrat-fehérjékkel a Cdc20 és Cdhl aktivétor
fehérjék segitik ugy, hogy WD40 doménjeik kdlcsonhatnak a célfehérjék destrukcios jelét
alkoté aminosavakkal. A D-box konszenzus szekvenciaja RxxLxxx(l/V)xN , ahol az R
arginint, az L leucint, az | izoleucint, a V valint, az N aszparagint jelol, az x pedig
barmilyen aminosav lehet. A KEN-box konszenzus szekvencidja KENxxxE/D/N, a K
lizint, az E glutaminsavat, a D prolint jelent (Barford, 2011). In vivo kisérletekben
kimutattdk, hogyha ezekben a destrukciés motivumokban a harom konzervalt arginin,

leucin és aszparagin aminosav kozul barmelyiket elrontjdk, az gatolja a fehérje lebontésat

12




Irodalmi attekintés

(Glotzer, 1991). Azonban az APC/C az aktivatorok bekotdédése nélkiil is képes néhdny
szubsztratja (pl: Nek2A és Ciklin A), és tandem elrendezésti D-box motivumokat
tartalmazd szekvencia megkotésére (Hayes, 2006; Geley, 2001; Yamano, 2004). Ezek a
megfigyelések azt feltételezik, hogy az APC/C-aktivator komplexek tobb szubsztratkotd
helyet is tartalmaznak.

Az APC/C szubsztratjainak felismerésével, és megfeleld idében torténd
ubikvitilalasaval szabalyozza a mitdzis legfontosabb Iépéseit (5. abra). A prometafazis
idején aktivalodd APC/C? elészor a Ciklin A-t 6s Nek2 mitotikus kinazt ubikvitilalja.
Ezutdn olyan fehérjék kovetkeznek, melyeknek lebontdsa szilkséges az anafazisba
Iépéshez. Ilyenek a Szekurin és kinezin motorfehérjék. Ezeknek a fehérjéknek a lebontasa
szilkséges a leanykromatiddk szétvaldsadhoz, az osztodasi ors6 megnyuldsahoz és
szétszerelodéséhez. A Ciklin B lebontasaval inaktivalodik a Cdkl, és lehetové valik a

mitdzishbol valo kilépés (Castro, 2005).

APC/C®**

28 o

APC/C™

N

v
EE®
@

- fp — K.ili:!p.és i [ >
Metafazis Anafazis a mitozishol G1 S
..... E
.——.’ - oo te
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5. 4bra Az APC/C®*® gs az APC/C®™™ célfehérjéi a sejtciklus soran (Castro, 2005. és Leuken, 2008.
alapjan). Az APC/C komplexben sététbarna szin jeldli az Apc2 és Apcll, narancs szin az ApclO, sarga az
Apc8, sotétzold az Apc3, vilagoszold az Apc7, kék az Apcl, vilagoskék az Apcd és Apch alegységeket. A
Cdc20 sotétkékkel, a Chdl bordd szinnel jel6lt. Az azonos szinnel jeldlt fehérjék lebontasa a sejtciklus
azonos fazisaban kezd6dik. A folyamatos nyilak az APC/C“®, a pontozott nyilak az APC/C*™™ fiiggé
degradacidt jelolik.
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A Cdhl aktivator fehérje korai kotédését az APC/C-hez megakadalyozza az Emil
mit6tikus inhibitor, és a Ciklin B-Cdk1 altal végzett foszforilacio (Di Fiore és Pines, 2008).
Az anafazis soran a Cdk-k aktivitdsanak csdkkenése, valamint az inhibitorok lebomlasa
kovetkeztében a Cdhl felszabadul a gatlas alol, és kot6dik az APC/C-hez.

Az APC/C®™ komplex aktivitdsa az anafazis végétél a G1 fazis végéig fennmarad. Az
APC/C®™ ybikvitilalja az anafazis befejezéséhez sziikséges fehérjéket, a Weel kinaz
lebont4sdban szerepet jatszo6 Tome-1-t, és a Polo kinaz és Aurora kindz fehérjéket (Ayad,
2003; Castro, 2005). A G1 fazis alatt az APC/C®™™ aktivitas biztositja a Cdk-ciklin
aktivitas alacsonyszinten tartasat. Ez lehet6vé teszi az S-Ciklinek felhalmoz6déasét, és a sejt
belép az S-fazisba. A G1 fazisban Gsszeszerelddnek Cdtl, Cdc6 és MCM DNS-helikaz
fehérjékbol allo pre-replikécios komplexek. Azonban a Cdtl fehérjét a Geminin inhibitor

Cthl

molekula mindaddig inaktiv allapotban tartja, mig az APC/ nem ubikvitilalja. A pre-

replikativ komplexbe be nem épiilt, szabad Cdc6 fehérjéket is az APC/C™

ubikvitilalja,
megakadalyozva ezzel a replikacio Ujrainditasat. Késobb ezt az allapotot a stabilizalodott
Geminin tartja fent (Melixetian, 2004). A G1 fazis végén az APC/C®™™ ubikvitilalja a vele
egyuttmiik6dé UbcH10 E2 ubikvitin-konjugal6 enzimet, 6nmagat inaktivalva ezzel (Rape

és Kirschner, 2004).

5. Az APC alegységei

Az APC/C igen nagyméretii, tobb alegységbdl allo komplex, pontos alegység-
Osszetétele és szerkezete még nem tisztazott. Alegységeit biokémiai és genetikai
maddszerekkel mar tobb fajban is izolaltdk (2. tablazat). Karmosbékdban legaldbb 8,
sarjadzo élesztOben 12 alegység ¢épiti fel, hasado élesztdben €s human sejtvonalakban
eddig 13 alegysegét azonositottak (2. tablazat). A kiilonb6z6 fajok APC/C alegységeinek
tobbsége nagyfoku szekvencia-homoldgiat mutat, ami azt jelzi, hogy az APC/C, a tébbi
sejtciklus szabalyoz6 fehérjéhez hasonloan, konzervalédott az evollcié soran (Castro,
2005).
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S. cerevisiae S. pombe D. melanogaster Gerincesek Domén
alegység

Apcl Cut4 CG9198/Shattered Apcl/Tsg24 PC repeat

Apc2/Rsi2 Apc2 CG3060/morula Apc2 Cullin-domén
Cdc27 Nuc2 CG8610/makos Apc3/Cdc27 TPR

Apca Lidl CG32707 Apca Szerkezet nélkili
Apch Apch CG10850/Ida Apch TPR
Cdc16 Cut9 CG6759 Apc6/Cdcl6 TPR

- - CG14444 Apc? TPR
Cdc23 Cut23 CG2508 Apc8/Cdc23 TPR

Apc9 - - - -

Docl Apcl0 CG11419 Apcl0/Docl Doc-domén
Apcll Apcll CG18042/Lemming Apcll RING-finger
Cdc26 Hcnl CG17343 Cdc26 Szerkezet nélkili
Swml Apcl3 CG6355 Swml/Apcl3 Szerkezet nélkili

- Apcld - - Nem ismert
- Apcls - Apcl6 Nem ismert
Mnd2 Nem ismert
aktivator
Cdc20 Cdc20 Fizzy Cdc20 WD40, IR motivum

Cdhl Cdhl Fizzy related Cdhl WD40, IR motivum

Amal - Fizzy related2 - WD40, IR motivum

2. tblazat Az APC/C alegységei és szabalyozo fehérjéi.

Az APC/C legnagyobb alegysége a ~200kDa-os Apcl. Az Apcl a C-terminalis

végén hét-nyolc, tandem elhelyezkedd, 34-35 aminosavbol all6 Mgfl és Mgf2 motivumot
hordoz. Ugyanezeket a motivumokat megtalalhatjuk a 26S proteaszéma Rpnl és Rpn2
alegységeiben, ezért ezeket a kdzos szekvencia ismétlddéséket a proteaszoma/cikloszoma
utan “PC repeat”-eknek is nevezik, azonban szerkezetiik és funkcionalis jelentéségiik még
nem ismert (Barford, 2010). Mivel ez az egyik legnagyobb alegység, elképzelhetd hogy az
APC/C szerkezeti vazat alkotja, amihez a tobbi alegység kapcsoldadik (Thronton, 2006).

Az Apc2 alegység szerkezetét tekintve a Cullin fehérjék csaladjdba tartozik, és
szekvencia-homol6giat mutat az SCF komplex Cdc53/Cullin-1 alegységével. Tisztitott
fehérjepreparatumok vizsgalatdval kimutattdk, hogy a Cdc53/Cullin-1 sziikséges az SCF
komplex és a Cdc34 E2 enzim kozotti kdlesonhatés kialakitasahoz (Patton, 1998). Ezért
elképzelhetd, hogy az APC/C esetében az Apc2 alegység lép kolcsonhatisba az E2
ubikvitin-konjugal6 enzimmel.

Az APC/C alegységeiben leggyakrabb eldforduld szekvencia motivum az {n.
“tetratricopeptide repeat“ vagy TPR. Elesztd esetében négy, gerincesekben 6t APC/C
alegységben: az Apc3/Cdc27, Apc5, Apc6/Cdcl6, Apc7 és Apc8/Cdc23 alegysegekben
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azonositottak ilyen motivumokat (Lamb, 1994; Yanagida, 2000). Ezek a 34 aminosavbol
allo szerkezeti motivumok &ltaldban 9-10, de akér 12-15 kopidban is jelen lehetnek a
fehérjékben. A TPR motivumot az APC/C alegységeken kivil szamos mas fehérjében is
azonositottak. Kimutattak, hogy szuperhelikalis szerkezetik fehérje-fehérje kdlcsénhatasok
kialakitasara képes, mintegy szerkezeti véazat alkotva heterooligomer komplexek
alegységei kozott (Blatch és Lassle, 1999). Valosziniileg az APC/C alegységek esetében is
ez a szerepuk.

Sarjadzo €s hasado éleszton végzett kisérletek alapjan az Apc4 és Apc5 alegységek
esszencialisak, és a TPR alegységeket kapcsoljdk az APC1-hez (Thornton, 2006; Ohi
2007). Fonalféregben (Caenorhabditis elegans) azonositottak az Apc4 ortol6gjat, az Emb-
30-at, melynek muténsaiban a mit6tikus sejtek metafdzisban vesztegelnek (Futura, 2000).

Elesztében az Apc9, Apcl3 és Cdc26 alegységek az APC/C szerkezetének
stabilizalasat biztositjak. Az Apc9 alegység az Apc3/Cdc27 megfeleld kotddéséhez, mig a
Cdc26 alegység csak magas homérsékleten sziikséges az Apc6/Cdcl6, Apc3/Cdc27 és az
Apc9 kapcsolodasanak fenntartdsahoz (Zacharie, 1998b).

Az Apcl0/Docl alegységet el6szor sarjadzo élesztében azonositottak (Hwang,
1997), de késObb megtalaltak a human és hasado élesztdé APC/C komponenseként is
(Kominami, 1998; Grossberger, 1999; Kurasawa, 1999). A sarjadz6 ¢lesztében a Docl
szilkséges a CIb2 lebontasahoz a mitdzisbol torténd kilépés soran. Az Apcl0/Docl
alegység DOC doménjét mar tobb olyan fehérjékben is kimutattdk, amelyek mas
ubikvitinicidban szerepet jatsz6 doméneket - pl. cullin vagy HECT - is tartalmaznak. Az
Apc2 alegységben cullin domén taldlhatd, ezért elképzelhet6, hogy az Apcl0/Docl-el
egyutt egy funkcionalis egységet alkotnak. Egyes kisérleti adatok szerint az Apc10/Docl
szerepet jatszik a szubsztratok felismerésében és megkotésében (Passmore, 2003).

Az APC/C legkisebb ismert alegysége a 19 kDa-0s Apcll. Ez az alegység hordozza
a RING finger domént, amely alapjan az APC/C-t a RING finger tipusd ubikvitin-protein
lighzok csoportjaba soroltdk. Az Apcll-et szdmos fajban azonositottak, és vizsgaltak az
APC/C felépitésében és miikodésben betdltott szerepét. Az élesztében izolalt Apcll
hoérzékeny mutdnsokban a mitdzisban 1év0 sejtek megrekednek metafazisban, és
fonalféregben is azonositottak, és az RNS interferencia modszerével csendesitették, aminek

kovetkeztében a petesejtek osztodasa megrekedt az elsé meiotikus osztodas soran (Moore,
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2004). Ludfiiben (Arabidopsis thalliana) kimutattdk, hogy az Apcll az Apc2 egy
heterodimer komplexet alkot (Capron, 2003b).

ARING finger domén konzervalt cisztein és hisztidin oldallancokat tartalmaz, amelyek két
Zn?* ion megkotésére képesek, és egy felszint biztositanak a fehérje-fehérje
kolcsonhatasok sordn (Borden és Freemont, 1996). Hela sejtekben a RING finger domént
tartalmaz6 Apcl1-r6l hidrogén-peroxid hatasara a Zn?* ionok ledisszocialnak, ami
megakadalyozza, hogy koélcsdnhatésba lépjen az Ubc4 E2 enzimmel, és igy gatolja az
APC/C ubikvitin-ligdz aktivitdsat (Chang, 2004). Elesztében és human sejtvonalakban
kimutattdk, hogy az Apcll 6énmagaban, vagy az Apc2 alegységgel, E1 és E2 enzimek
jelenlétében ubikvitinaciéra képes, azonban ez az aktivitds nem mutatott szubsztrat-
specificitdst. E megfigyelések alapjan az Apc2-t és az Apcll-et az APC/C katalitikus
alkomplexének tekintik (Tang, 2001)

6. Az APC/C felépitése

Az APC/C felépitéseére vonatkozd ismereteink nagyrészt sarjadz6 és hasado
¢lesztdben végzett, valamint HeLa sejtekbdl és karmosbékabol izolalt APC/C fagyasztasos-
és fagyasztasos-negativ festéses elektron mikroszkopos vizsgalatokon alapulnak. Habéar a
kiillonboz6 fajokbol szarmazo szerkezeti adatok részleteiben eltéréek, Osszességében
mindegyik tanulméany azt mutatja, hogy APC/C alegységei egy haromszdgformat képeznek
ugy, hogy egy kiils¢ fehérjehéjat alkotnak, létrehozva egy kozponti tireget (Gieffers, 2001).

HeLa sejtekbdl izolalt APC/C vizsgalata alapjan azt feltételezik, hogy a kdzponti
Ureg egy reakcidkamra, amelyben az ubikvitilalds torténik (Gieffers, 2001). Karmosbéka
APC/C-n végzett kisérletek szerint a Cdhl aktivator az APC/C kiilsé feliilletéhez
lokalizalodik, kozel az Apc2 alegységhez. Ez alapjan feltételezhet6, hogy az ubikvitinacid
inkabb az APC/C feliiletén, nem pedig a belsejében torténik. Karmosbéka és huméan APC/C
esetében azt is kimutattdk, hogy az APC/C két nagyobb szerkezeti egységbdl all, egy
asztali lampahoz hasonld elrendezddésben, melynek részei flexibilisek, és a Cdhl aktivator
kapcsolodésaval az egyes részek elmozdulnak. Az asztali 1&mpéhoz hasonlitd szerkezet

alapjat a legnagyobb alegység, az APC1 képezi. Ehhez kapcsolodnak az Apc2 és Apcll
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katalitikus alegységek, a TPR motivumot hordozé alegységek pedig egyiittesen, ezektdl
tavolabb helyezkednek el (Dube, 2005; 6. abra).

Strukturalis
alkomplex

Cdc Cdc

Katalitikus =

alkomplex T4
¢'® i
g &X
o L -
(& "

Szerkezeti alap

6. abra Az APC/C szerkezeti modellje (Foe és Toczyski, 2011. alapjan). A: Az APC/C komplex vazat a
legnagyobb alegység, az Apcl képezi. Ehhez kapcsolodik az Apc2, Apcll és Apcl0/Docl alegységek altal
alkotott katalitikus alkomplex, valamint az Apc4 és Apc5 alegységeken keresztiil a TPR alegységek altal
alkotott strukturdlis alkomplex. B: Az éleszté APC/C szerkezete elektron mikroszképos és rontgen
krisztallografias vizsgalatok alapjan (Moccario és Rape, 2012. alapjan).

srer

genetikai és biokémiai modszerekkel végzett vizsgalataval is. Kimutattik azt is, hogy az
Apcl0/Docl az Apc2 alegységhez kapcsolodik, a TPR alegységek pedig az Apc4 és Apc5
alegységeken keresztil kapcsolddnak az Apcl-hez. (Thronton, 2006; Vodermair 2003).
Sarjadzo ¢élesztOben a Cdc26 alegység nem esszencialis az APC/C miikddéséhez, de magas
hémérsékleten sziikséges a Apc6/Cdcl6 és a Apc3/Cdc27 kapcsolddasanak fenntartasahoz.
Az Apc9, Apcl3 és Cdc26 a TPR alegységekhez kotddnek, valdsziniileg stabilitasi
faktorként funkcionalnak (Passmore, 2003; Thornton, 2006; 6. abra).

Sarjadzo élesztobdl izolalt APC/C-n végzett izotop beépiilési és nativ gélszlrési
kiserletek alapjan, az APC/C szerkezeti alapjat alkotd Apc 1 kivételével az alegységek tobb
példanyban is jelen vannak a komplexben. Analitikai ultracentrifugaldssal azt is
kimutatték, hogy az APC/C nem csak monomer, hanem dimer formaban is el6fordul, és igy
hatékonyabban végzi az ubikvitiniciot (Passmore, 2005). Eredményeik alapjan felallitott
modell szerint a TPR alegységek képezik az APC/C szerkezeti vazat, melynek a kdzepén
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egy ureg jon létre.

Csoportunk korébbi eredményei az ecetmuslica APC/C alegységeinek vizsgalatabol
az elsd szerkezeti modell helyességét igazoljak. Eszerint az APC/C két nagyobb szerkezeti
egységbdl épiil fel: egy katalitikus és strukturalis alkomplexbdl, a két alkomplex szerkezeti
vazat pedig az Apcl alkotja. A strukturalis alkomplexet a TPR-alegységek, az Apc3/Cdc27
(Drosophilaban mékos), az Apc6/Cdcl6, Apc8/Cdc23 és Apc7 alegységek épitik fel (Deédk
2003, P&l 2007). A TPR alegységek egy interakcids fellletet alkothatnak az APC/C
felszinén, melyek a felismerik a Cdc20, Cdhl aktivatorok C-terminalis IR motivumait
(Vodermaier, 2003; Matyskiela, 2009). Az Apc2 és Apcll alegysegeken kivil a katalitikus
alkomplex feltételezett tagja még az Apcl0/Docl, ami Un. processzivitasi faktorként
stabilizalja a szubsztrat kdlcsonhatasét a komplexszel (Carrol és Morgan, 2002).

Az APC/C szerkezetét illetden tisztdzatlan még, hogy a haromdimenzids
szerkezetét feltard vizsgalatok altal kimutatott kdzponti tregben foglalnak-e helyet az E2
enzimek és a szubsztratok. Az sem ismert még, hogy az APC/C maximalis aktivitisat
eredményezé foszforilacid, és az aktivator molekulak bekotddése kovetkeztében milyen

konformacios valtozasok torténnek az enzim szerkezetében.

7. A Drosophila APC/C alegységei

Csoportunk munkajat megel6z6en Drosophila melanogasterben még kevés
informécid allt rendelkezésre az ubikvitin-figgd fehérjelebontod rendszerrdl. Egyetlen E2
enzim, a Vihar, és hidrom APC/C alegyseg genetikai jellemzése tortént meg. Az
Apc2/Morula, az Apc5/Ida és az Apc3/Mékos alegysegeket kodold gének mutans alléljei
letalis fenotipust eredményeznek az egyedfejlodés késoi stddiumaban, ami bizonyitja, hogy
hasonloan a human és élesztd homologjaikhoz, ezek az alegységek Ilétfontossaguak
ecetmuslicdban is. Az eddig tanulméanyozott APC/C alegységek muténsainak fenotipusa
nagyon hasonlé egymashoz, de 1ényeges kiilonbségek is megfigyelhetdek kozottiik.

A morula gén gyengébb alléljeinek ndsténysteril fenotipusabdl arra kdvetkeztettek,
hogy az APC2 alegység nemcsak a metafazis elérehaladasahoz sziikséges, hanem mitotikus
eseményeket gatol a ndstény ivarsejtjeiben is, amelyekben S és G fazisok ismétlddnek, és

ez sterilitdshoz vezet (Kasehevsky, 2002).
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Az Apc5 alegységét kodold ida gén muténsdnak tanulményozdsa soran

=z

=z

Az Apc3/Cdc27 és Apc6/Cdclé TPR alegységeket az RNS interferencia
maddszerével tanulméanyoztdk Drosophila S2 sejtkultirdban, valamint z6ld fluoreszcens
fehérje (Green Fluorescent Protein, GFP) nyomkovetével ellatott Apc3/Cdc27 és
Apc6/Cdcl6 alegységeket hordozd embridkban. Megfigyeltek, hogy az Apc3/Cdc27 a
mitotikus kromoszémékhoz kapcsolddik, az Apc6/Cdcl6 pedig nem. Ebbol arra
kovetkeztettek, hogy az a két alegyseg talan nem minden esetben kapcsolddik egymashoz,
igy eltérd Osszetételi APC/C komplexek alakulhatnak ki Drosophila embrioban. A
mitotikus gatlasban kapott eltéré morfologiai és biokémiai valtozasok arra utalnak, hogy
ezeknek az alegységeknek kiilonb6zo feladataik lehetnek (Huang, 2002).

Az Apc3/Cdc27 alegyseget kddolé makos (mks) gén mutacidja szintén a mitdzis
feltartoztatasat okozza, a kromoszdmék egy metafézis-szerii allapotban vesztegelnek, hibas
a mitotikus ciklinek degradéacidja, de a leAnykromatidak elvalasa esetenként elindul (Deék,
2003).

Nemrégiben izolaltak az Apcl homoldgjaként azonositott shattered (shtd) gén
muténs alléljeit. A shtd funkcidjanak kiesése az &llatok letalitisat, és a szemdiszkuszban
megemelkedett apopt6zis miatt, az 0sszetett szemfejlédési rendellenességeit okozza. A
mitotikus ciklinek és a String fehérje stabilizdlodasa miatt a szem R8 fotoreceptorai
rendellenesen osztddnak (Tanaka-Matakatsu, 2007).

Csoportunk bioinformatikai modszerekkel azonositotta a huméan és az élesztd
APC/C alegysegeket kddolo gének homoldgjait Drosophila melanogasterben.

Az Apc6/Cdcl6 és Apc8/Cdc23 alegységeket kodold géneket transzgenikus RNS
interferencia maédszerével csendesitettiik, aminek kovetkeztében az 4allatok Kkorai
baballapotban elpusztultak (Pal, 2007a). Mitdtikus, osztodd sejtjeikben az apc3/mékos
muténshoz hasonldan, a kromoszémak tulkondenzalodnak és megrekednek a metafézisban.
Ezekben a mutansokban sem tortént meg a Ciklin B lebontasa, azonban ellentétben az
apc3/makos mutansban tapasztaltakkal, a Ciklin A lebontasa normalisan zajlott.

A Drosophila genomban, az éleszt6 TPR alegységeinek homologjai mellett, azonositottunk

még egy fehérjét, ami a gerincesekre jellemzé APC7 alegységgel mutatott homologiat. Az
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Apc7 alegységre P elem remobilizécioval null mutanst allitottunk elé, amely
meglepetésiinkre életképes és fertilis volt, benniik a mitétikus ciklinek lokalizacidja és
lebontasa megegyezett a vad tipusu allatokban tapasztaltakkal. Kiilonb6z6 molekuléris
nyomkovetokkel ellatott APC/C alegységekkel sikeriilt kimutatnunk Drosophila S2
sejtekben, hogy az Apc7 alegység id6legesen kotédik az APC/C komplexhez, az
Apc8/Cdc23 alegység pedig legalabb két kopiaban van jelen a komplexben (Pal, 2007a).

Az Apcl0/Docl alegységet kddold génben homoldg rekombinacidval allitottunk
elé mutéciot, ami az allatok korai bab letalitasat eredményezte. A mutans larvaknak kisebb
méretli agya, ¢és elcsokevényesedett imagokorongjaik voltak. Gyakran megfigyeltiink
poliploid és aneuploid sejteket is, amelyek arra utalnak, hogy ezekben a sejtekben a
mitézist kovetéen nem torténik meg a citokinézis (Pal 2007b).

Az Apcl3 és Cdc26 alegységeket Drosophildban eddig még nem irtak le,
homolégjaikat a genomproject nem azonositotta a Drosophila genomban. Eleszté és human
fehérjeszekvencidkkal homoldgia-keresest végezve, sikerllt azonositanunk egy olyan
fehérjét, ami nagyfoku hasonlésagot mutatott az eddig tobb fajban is azonositott Apcl3
alegységekkel. A fehérjét kodol6 CG6355 gén P elem inszercios alléljei a tobbi APC/C
alegységhez hasonld korai letalis, és er6s mitotikus fenotipust mutatnak (nem ko6zolt adat).
A Cdc26 alegységekre jellemzé N-termindlis konzervalt régioval homoldg szakaszt
tartalmazo fehérjébol kettdt is azonositottunk a Drosophila genomban. Ezeket a CG17343
és CG3457 gének kodoljak. A CG17343 gén egy 84, a CG3457 gen pedig egy 188
aminosavbol all6 fehérjét kddol. Ezek mérete megfelel az eddig ismert Cdc26 alegységekre
jellemz6é a 65-194 aminosavas mérettartoméanynak. Mindkét gén kodold szekvencijat
kiejtve null alléleket allitottunk el6, és ezek fenotipusat vizsgaltuk. A CG17343 null
muténs a tobbi esszencialis APC/C alegység muténsaihoz hasonl6 fenotipust mutat. Ezzel
szemben a CG3457 nem bizonyult Iétfontossagunak, funkcidjanak kiesése ellenére is az
allatok életképesek és fertilisek maradtak. Azonban a CG3457 génrdl képz6ds fehérjét
taltermelve menekithet6 a CG17343 mutdnsok letalis és mitotikus fenotipusa is (nem
kozolt adat).
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CELKITUZESEK

A sejtciklus szabélyozasaban kulcsfontossdgl szerepet jatszé anafdzis promoting
komplex (APC/C) funkci6jarol, szabalyozasrol és felépitésérél mar vannak ismereteink, de
szamos kérdés még megvalaszolatlan. Nem tudjuk még, hogy miért van szilkség ilyen sok
alegységre az APC/C komplexben, és az egyes alegységek hogyan jarulnak hozza a
szubsztratok ubikvitilalasdhoz. Az ubikvitilaldas mechanizmusa nem feltétlentl igényelne
ilyen bonyolultsadgot, hiszen ismeriink szdmos E3 aktivitassal rendelkezd, de csak egyetlen
polipeptidlancbdl &ll6 ubikvitin-ligaz enzimet is (Hochstrasser, 1996).

Az APC/C komplexet ehetd kagyldo és karmosbéka petébdl, élesztobol, valamint
humaén sejtekbol készitett kivonatokban vizsgaltdk biokémiai moddszerekkel. Genetikai
analizise eddig csak az egysejtii élesztOben tortént meg. Ezek alapjan az APC/C alegység-
Osszetétele és szerkezete nagyfokd homoldgiat mutat. A kiilonb6z6 fajokbol izolalt APC/C
komplexek hasonlosaga azt mutatja, hogy a sejtciklus szabalyozasaban résztvevo fehérjék
mellett, az ubikvitin-fliggé fehérjelebontd rendszer is konzervalodott az élesztétdl egészen
az emberig. Noha az APC/C felépitése és &ltalanos funkcioja konzervalt az éleszt6tol az
emberig, az egyes alegységeknek azonban eltérd szerepe lehet a komplexben. Ezért az
APC/C egyes alegyseégeinek funkcionélis vizsgalata hozzajarulhat APC/C és az
ubikvitilalds  mechanizmusanak  jobb  megértéséhez egy tobbsejtii  eukariota
modellorganizmusban, a Drosophila melanogasterben.

A Drosophila melanogaster, vagy ecetmuslica az egyik elsdként hasznalt, és
mintegy évszazados laboratériumi multra visszatekintd, jol kezelhetd és igen kozkedvelt
modellorganizmus. Az ecetmuslica széles genetikai eszkoztarral rendelkezik, ami lehet6vé
teszi gének mutacidinak hatékony eldallitasat. A mutdnsok fenotipusa kdnnyen vizsgalhato,
és azokbol kovetkeztethetiink a gének funkcidjra, a genetikai interakciokbdl pedig a
folyamatokban résztvevé molekulak kapcsolataira, és szerepére.

A Drosophila modellorganizmus a genetikai analizis mellett, kivaléan alkalmas a
sejtciklus  résztvevdinek sejtbiologiai moddszerekkel torténd tanulmanyozdsara is.
Imaginélis szdveteik diploid sejtjei folyamatosan osztodnak, amelyeknek jol Iathatd,
kondenzalt kromoszémaik, mitotikus orsoik és centroszomaik vannak. A mitozis egyes
fazisai konnyen megkiilonboztethetéek, és azonosithatdak egyszeri fénymikroszkop
hasznélataval.

A Drosophila  genomprojektnek  kdszonhetéen, az ecetmuslica teljes

22




Célkittizések

genomszekvencidja ismert és adatbazisokbol elérhetd. Igy bioinformatikai modszerekkel,
¢s a fent emlitett technikdkkal egyiitt, lehet0ségiink van a sejtciklus szabdlyozasaban
résztvevo szereploket azonositani, és vizsgalni egy tobbsejtii, intakt modellorganizmusban.

Csoportunk munkajanak célja az APC/C felépitésének és szerepének vizsgalata
ecetmuslica modellben. Az APC/C alegységeket kodolo gének kiejtésével célunk, hogy a
funkcidvesztéses mutansok fenotipusabdl kdvetkeztessiink az egyes alegységek szerepére a
komplexben, és tovabbi ismereteket szerezzlink az APC/C felépitésérdl és mitkodésérol. Az
én feladatom az APC/C katalitikus alkomplexét felépitd Apcll alegység vizsgalata volt a

kovetkezo 1épéseken keresztil:

1. Apcll hipomorf mutansok fenotipusanak genetikai, sejtbioldgiai és citoldgiai

jellemzése.

2. Az Apcll null mutans el6allitasa P-elem remobilizicioval, majd genetikai,

citoldgiai és sejtbioldgiai jellemzése.
3. Az Apcll gén szerkezetének molekuléris bioldgiai vizsgélata

=77

heteroldg komplementacios kisérlettel.

5. Az Apcll-el kolcsonhatasba 1ép6 mas APC/C alegységek azonositisa élesztd

kettds-hibrid és genetikai interakcios kisérletekkel.

6. Az APC/C alegységek és E2 enzimek kozotti kolesonhatas kimutatasa élesztd

harmas-hibrid és genetikai interakcios kisérletekkel.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Eleszt6 torzsek és médszerek

Az élesztd kettés-hibrid Kisérletekhez a S. cerevisiae L40 (MATa ade2 his34200
leu2-3,112 trpl41 ura3::lexAop-lacZ LYS2::lexAop-HIS3) torzset, az élesztd harmas-
hibridhez a Tat7 (MATa ura3-52 ade2 his34200 leu2-3,112 trplAl ura3::lexAop-lacZ
LYS2::lexAop-HIS3, Jacques Camonis nagylelkii ajandéka) torzset hasznaltuk.

Az éleszté komplementacios teszthez a S. cerevisiae W303 (MATa ade2-1 tprl-1
canl-100 leu2-3, 112 his3-11,15 ura3) és az APC11myc9 (MATa APC11myc9-TPR1 ade2-
1 tprl-1 canl-100 leu2-3, 112 his3-11,15 ura3, Wolfgang Zachariae bocsjtotta
rendelkezésiinkre) torzseket hasznaltuk. Az ¢éleszté taptalajokat, transzformalast és
novesztés a Methods in Yeast Genetics: A Laboratory Course Manual (Rose, M. D., 1990)

cimil kézikdnyvben leirtak szerint végeztiik.

2. Eleszt6 kettés-hibrid kisérletek

A nagyléptékii konyvtar transzformacidhoz az Apc2/Mr fehérjét kddold gent az
LD24965 cDNS klon (BDGP, DGC Clone Arrays) felhasznalasaval, restrikcios emésztéssel
klonoztuk megfeleld leolvasasi keretben a LexA DNS koté domént és triptofan szelekcios
markert tartalmaz6 pBTM116 vektorba. Ezt a csali fehérjét kddolé konstrukciot L40
torzsbe jutattuk, a majd a csalit tartalmazd torzsbe transzforméltuk a pAct2 vektorba
klénozott Drosophila embrionalis cDNS kdnyvtéarat, amely leucin szelekciés markert és
GALA4 transzaktivacios domént hordoz. A transzformansokat megfelelé minimal tiptalajra
szélesztettik, 3 napig 30 °C-on novesztettik, majd a Hisztidin+ és B-Galaktozidaz+
klonokbol plazmidot izolaltunk és megszekvendltuk. Az igy kapott egyik jelolt a CG34440
gént kodold cDNS klén volt.

A CG34440 cDNS szekvencia bioinformatikai modszerekkel torténd vizsgalata
soran kiderult, hogy ket nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF) hordoz. Azért,
hogy Kideritstik, melyik ORF-r61 képz6d6 fehérje 1ép kolcsonhatasba az Apc2/Mr-val,
mindkét ORF-et kddold szekvenciat egyenként, megfelelé leolvasasi keretbe klonoztuk
pGAD424 és pPBTM116 vektorokba. Ezeket a konstruktokat egyiitt transzforméaltuk L40
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torzsbe az apc2/mr-pBTM116, valamint apc2/mr-pGAD424 konstrukttal, és vizsgaltuk a
transzforménsok p-Galaktozidaz aktivitdsat. A CG34440 gén 3' vége feldli ORF2
leolvasasi keretrl atirodo fehérjét csaliként hasznélva, egy Drosophila embrio cDNS

konyvtéarat L40 élesztébe transzformalva sziirtiink interakcids partner azonositasara.

3. Eleszté harmas-hibrid kisérletek

Az APC/C ubikvitin-lighz és E2 ubikvitin-konjugalé enzimek kdlcsdnhatésat
¢lesztd harmas-hibrid rendszerben vizsgaltuk. Ehhez a CG34440-ORF1 fehérjét kdodold
régiot tartalmaz6 pBTM116 konstrukciot hasznltuk, valamint az apc2/mr gént egy
metioninnal szabalyozhaté RS416 vektorba (Jacques Camonis nagylelkii ajandéka), EcoRI-
lower primerekkel amplifikaltuk. A vihar masodik exonjat, amely a Vihar UBC doménjét
kddolja, a vihar upperl és a vihar lower primerekkel sokszoroztuk fel.

A CG8188 gént, amelyr6l képz6dé fehérje 67%-0s hasonldésagot mutat a human
UBE2S E2 enzimmel, a CG8188 upper+EcoRI és a CG8188 lower+Sall primerekkel
amplifikdltuk. A PCR termékeket EcoRI-Sall-el emésztettik, és megfeleld leolvasasi
keretben pGAD424 vektorba EcoRI-Sall helyre klonoztuk. Azért, hogy megvizsgaljuk,
vajon a csonkitott CG8188 fehérje kdlcsthat-e az APC/C-vel, a CG8188 N-terminalis
részét EcoRI-Bglll emésztessel kivagtuk, és klonoztuk pGAD424 vektorba EcoRI-BamHI
helyre. A CG8188 fehérje C-terminalis felét kddold szakaszt, amely hordozza a prediktalt
fehérje UBC domen aktiv centrumat, Bglll-Sall emésztéssel kivagva ligaltuk pGADA424
vektorba BamHI-Sall helyre. Az ily modon elkészitett konstrukcidkat, kiillonbozo
kombinacioban Tat7 élesztébe transzformaltuk. A His+ klénokat szelektaltuk, és

elvégeztilk rajtuk a B-galaktozidaz tesztet.

4. p-galaktozidaz aktivitas kimutatasa

A szlirbpapiron elvégzett B-galaktoziddz modszernek a lényege, hogy egy
folyékony nitrogénben torténd fagyasztas-kiolvasztas ciklus az élesztésejtek lizisét

eredményezi, de az enzimaktivitdst nem befolyasolja. Szubsztratként foszfat puffer
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kozegben 5-bromo-4-kloro-3-indolyl-B-D-galaktozidot (X-Gal) hasznéltunk (Yeast
Protocols Handbook Clontech Laboratories, Inc., USA). Ennek a mddszernek az elénye,
hogy nagyszamu kolonia egyidejii és gyors tesztelésére alkalmas, hatranya viszont, hogy
nem kvantitativ. Ezért az éleszt0 harmas-hibrid Kisérletekhez olyan nagyfokd
érzékenységet mutatd, és kvantitativan értékelhetd modszert hasznaltunk, amivel lehetéség
volt kiildnbségeket kimutatni a -galaktozidz esetleges alapaktivitdsa mellett is.

A Pellet X-Gal (PXG) modszer vizualisan teszi lehetévé, hogy az enzimaktivitas
mertékét vizsgaljuk. Ennek lényege, hogy az éleszt6 kolonidkat szelektiv folyadék
taptalajban novesztjik mid-log fazisig (OD600=0,5-1), majd egy abszorbancia egységnyi
kultarat centrifugaléssal kitlepitink. A sejteket hAromszor ismételt, folyékony nitrogénben
torténd fagyasztas-kiolvasztds ciklussal feltarjuk. A centrifugalas utani Uledéket vizben
szuszpendaljuk, és 96 Iyukd lemezre pipettdzzuk, majd hozzéadjuk az X-Gal szubsztratot
és agarozt tartalmazo reakcio elegyet. A B-galaktozidaz aktivitasa nyomon kdvethetd a kék
szinreakcio mértekének valtozasaval, amely egy sik&gyas szkennerrel dokumentélhato.

A P-galaktozidaz aktivitas kvantifikalasat a Beta-Glo® Assay System (Promega
Corporation, USA) hasznalataval is elvégeztik. Ebben a rendszerben egy ket
komponensbdl all6 reagens biztositja az éleszt6 sejtek feltarasat és az enzimreakciot. Egy
olyan kapcsolt enzimreakcio jatszddik le, amelyben a 6-O-B-galactopyranosyl-luciferin
szubsztratot a B-galaktozidaz elhasitja D-luciferinre és galaktozra. Ezutdn a D-luciferint a
szentjdnosbogér luciferdz fényreakcio kiséretében katalizalja. A fényintenzitds ardnyos a

jelenlévé B-galaktoziddz mennyiségével és luminométerrel meghatérozhato.

5. Eleszté komplementacios teszt

A CG34440 gén ORF1-et kodold szakaszat a p426 alkohol-dehidrogenaz promotert
és uracilt kodold éleszté expresszids vektorba (Mumberg, 199 Unk Ildiké nagylelkii
ajdndéka) klonoztuk, BamHI-Sall helyekre. Kontrollként az apc3/makos gén teljes kddolo
régidjat kivagtuk az LD2661 cDNS (BDGP, DGC Clone Arrays) klonbol és ligltuk a p426
vektorba, az EcoRI-Xhol helyekre. A konstrukcidkat és az Ures p426 vektort egyenként
transzformaltuk az APC11-myc9 héérzékeny mutdnsha (Zachariae, 1998a). Az Ura+
klénokat minimal taptalajon szelektaltuk. Ezt kovetden, a transzformansokbol egyedi
telepeket oltottunk le 3 ml YEPD (BIO 101, Inc., Canada) tapoldatba, és 30°C fokos
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vizfiirddben novesztettitk éjszakan at. Masnap reggel a kultarakat ODggo=0,1-re higitottuk
¢és hat kémcsObe szétosztottuk, mindegyikbe 3-3 ml-t. Harom kémcsdvet 30°C fokos,
harmat 37°C fokos vizflirddben kevertetve inkubaltuk 10 o6ran at. Az éleszt6sejtek
osztodasat a kultura optikai denzitdsénak érankenti mérésével kovettiik nyomon. Ehhez az
WPA Biowawe CO8000 Cell Density Meter késziiléket hasznéltuk. Kontrollként W303 vad
tipust torzset haszndltuk. Az adatok értékelését, és a ndvekedési gorbék készitését
Microsoft® Excel®lel végeztiik. A transzforméansok koléniaformalé képességét szilard
YEPD taptalajon vizsgéltuk Ggy, hogy a folyadék-kultardjukbol higitasi sort keszitettiink.
Az éjszakdn & YEPD folyadék taptalajban, 30°C fokos vizfiirddben novesztett
transzforméansokat masnap reggel ODgeo=0,1 - 0,00625-ig kihigitottuk, mindegyik
higitasbdl 5-5pl-t cseppentettiink egy-egy 10 cm-es Petri cseszébe ontdtt YEPD taptalajra.
Az egyik Petri cseszét 30°C fokos, a masikat 37°C fokos inkubatorba helyeztik 1 napra.

6. Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek

A kisérletekben hasznalt Drosophila melanogaster torzseket 25 °C fokon tartottuk,
és 25 mm atmérdji iveg fiolakba ontott, 10 ml standard kukorica-élesztd taptalajon
tartottuk. A keresztezéseket is ilyen taptalajon végeztiik. A kolhicin és docetaxel etetéses
kisérletekben, valamint a letdlfazis meghatarozashoz ettdl eltéré korilményeket
alkalmaztunk, amit a megfeleld fejezetekben targyalok. Minden kisérletben a wie
izogenizalt torzset (Ryder, 2004) hasznaltuk kontrollnak. A felhasznalt torzseket a
Bloomingtoni Drosophila Torzskdzpontbol (USA) szereztiik be. A kisérletekben hasznalt

genetikai markerek leirdsa megtalalhat6 a Flybase adatbazisban (http:/flybase.org).

7. Img és Dmube2S deléciés mutansok eléallitasa P elem remobilizacioval

023 ¢s Img™® delécios mutansokat a CG34440 gén 5' nem transzlalodo

A Img
régidjaban talalhaté P{PZ}03424 (Spradling, 1999) és P{EPgy2}EY 11317 (Bellen, 2004)
P elemek pontatlan kivagodasaval allitottuk el6. A P elemeket hordozd torzseket a
Df(3L)C4/TM3,Sb,P(42-3) transzpozazt termeld torzshoz kereszteztik. Ennek a

keresztezésnek az utddai kozul azoknak a himeknek az ivarsejtjeiben jatszodik le a P elem
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ugrasa, amelyek hordozzak a mobilizalandd P elemet és a transzpozéz forrast is. Ezért
ezeket ,,jump-starter” himeknek is nevezik. A P elem kivagodésara a P{PZ}03424 elem
esetében a ry”, a P{EPgy2}EY11317 elem esetében a w* szemszin markerek elvesztésébsl
kovetkeztettiink. Ezeket a P elem hidnyos kromoszémékat CyO, actGFP kromoszémaval
balansziroztuk.

Az Dmube25®"? deléciés mutanst a CG8188 gén start kodonja elstt 87 bazisparra

elhelyezkeds P{GawB}CG8188NP4039 elem (Brand és Perrimon, 1993) remobilizasaval
allitottuk el az el6z6 bekezdésben leirtak szerint, kivéve, hogy a P elemet elvesztett
kromoszomékat FM6,w kromoszomaval balansziroztuk.

PCR modszerrel megvizsgaltuk, hogy képzodott-e delécio a Img és Dmube2S
génekben a P elem hianyos kromoszémakon. Ehhez a jel6lt allatokbdl gDNS-t izolaltunk a
,»30 légy” LiCI/KAc (E. J. Rhem, BDGP protokoll) és az ,,1 legy” (Gloor, 1993) modszer
szerint. A Img delécios jelolt allatokbdl izolalt gDNS mintdkon az ORF1 upper és ORF2
lower primerekkel, az Dmube2S jel6ltekb6l izolalt gDNS-en pedig a CG8188 upper €s
CG8188 lower primerekkel PCR reakciot végeztiink. A vadtipustol eltéré méretli PCR
fragmenteket V-gene PCR Clean-up Kit-tel (V-gene Biotechnology Limited, China)

kitisztitottuk és szekvenaltattuk.

8. Letalfazis meghatarozas

A letalis mutécidkat CyO, actGFP vagy TM6C, Tb, Sb kromoszémékkal
balansziroztuk. A balanszer kromoszomakon talalhatd markerek segitségével lehetdségiink
van a mutéciora homozigota és heterozigdta allatokat elkildniteni. Ahhoz, hogy pontosan
meghatarozzuk, hogy az egyes mutaciok az egyedfejlédés melyik stadiumaban okozzak az
allatok pusztulasét, a homo- és heterozigota larvak fejlodését szinkronizalt tenyészetekben
kovettik nyomon. Ehhez torzsenként 20-30 par imagot petéztetd kamraba helyeztlink. A
kamra aljara aktiv szenet tartalmazd téptalajt (2% bacto-agar, 0,8% D-glikéz, 0,1% aktiv
szén) raktunk Petri csészékben, amelyeket élesztdvel gazdagon ellattunk. Az aktiv szént61
feketére festett taptalaj megkdonnyiti a peték gyhjtését, az éleszté pedig megfeleld
taplalékot biztosit az &llatoknak. A kamrékat 25°C fokon tartottuk, a t&ptalajos Petri
csészéket 12 oranként cseréltiik, majd 48 ora elteltével, a larvakat csipesszel begyiijtottiik.
50-50 larvat standard taptalajt tartalmazé fioldba helyeztink. Mindegyik genotipusbdl 400-
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600 larvanak a metamorfozisat kovetettilk nyomon. A letdlfazist S. P. Bainbridge és M.
Bownes (J Embryol Exp Morphol. 1981) &ltal leirt morfoldgiai jegyek segitségével
allapitottuk meg.

9. A Img muténs fenotipusanak menekitése

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk vajon a Img mutansok fenotipusat a teljes CG34440
gén, vagy csak a CG34440-ORF1, esetleg csak a CG34440-ORF2 régié hidnya okozza,
olyan transzgenikus allatokat allitottunk el6, amelyekben Img mutans héattéren termeltetni
tudjuk a vadtipusi CG34440 gen, illetve a CG34440-ORF1 és CG34440-ORF2 régid
génterméket. Ehhez mindharom koédold régiot egyenként egy P elem alapt, pUAST
Drosophila expressziés vektorba klénoztuk. A pUAST vektor 6t darab, tandem
elhelyezkedést, ¢lesztd eredetiit UAS (upstream activating sequence) szekvenciat tartalmaz
a multi-klénoz6 hely el6tt. A transzgén atirddasa csak abban az esetben torténhet meg, ha
jelen van az éleszté eredetii Gal-4 transzkripcios faktor, amely dimerizalodva az UAS
szekvencidhoz ko6tédik. A Gal-4 transzkripcidjanak iniciacidjat kiilonbozé szovet- €s
fejlodésstadium-specifikus, vagy altalanos promoterek szab&lyozhatjdk, igy szdmos
lehet6ség kinalkozik a vizsgalni kivant gén kifejeztetésére.

A teljes CG34440 gént a CG34440-pACT2 cDNS klonbdl BamHI-Bglll

Pstl emésztéssel hatdroztuk meg. A CG34440-ORF1 kddol6 régiot a CG34440-pACT2
cDNS klonbol EcoRI-Xhol emésztéssel izolaltuk és pENTR1A vektorba EcoRI-Xhol
helyre ligaltuk. Innét rekombindltuk pUAST vektorba a Gateway LR Clonease Il Enzim
Mix (Invitrogen Corporation, USA) segitségével a gyartd utasitasait kovetve.
A CG34440-ORF2-pUAST konstrukt készitéséhez a CG34440-pACT2 cDNS Kklont
BamHI-Bglll enzimekkel emésztettiik, majd az igy kapott cDNS fragmentet a pBluescript-
SK vektor BamHI helyére ligaltuk. A fragment iranyat Pstl emésztéssel vizsgaltuk, a 3'-5'
orientdciot tartalmazo klont kivalasztottuk és BseJl-Smal-el emésztettik. Az emésztést
agar6z gelen megfutattuk, a CG34440-ORF2-pBluescript-SK fragmentet izolaltuk, és a
fragment végeit T4 DNS ligdzzal 6sszekapcsoltuk. A CG34440-ORF2-pBluescript-SK
konstruktbol Kpnl-Xbal emeésztéssel kivagtuk a CG34440-ORF2 fragmentet, és ligaltuk
pUAST-be Kpnl-Xbal helyre.
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A klonozasok soran a fragmentek izolalasat agardéz gélbol Fermentas DNA
Extraction Kit-tel végeztik, a ligaldshoz Fermentas T4 DNS ligazt hasznéltunk. A
konstruktokat DH50 kompetens sejtekbe transzforméltuk és felszaporitds utan, a DNS-t
alkalikus lizissel izolaltuk (Sambrook, 1989). Az injektaldshoz a konstrukciokat Qiagene
Midiprep Kit-tel izolaltuk és DNS szekvencia meghatarozassal ellendriztiik.

A transzgenikus legyek el6allitasdt standard Drosophila transzformécios
technikaval végeztik (Spradling, 1982). A pUAST konstrukcidkat transzpozézt koédold

18 genotipust, szincicialis blasztoderma stadiumi embriékba

segitd plazmiddal egyiitt w
injektaltuk. A transzgenikus egyedeket piros szemsziniik alapjan azonositottuk. Az egyes
vonalakban, w/w; If/CyO; MKRS/TM6B,Th,Hu genotipusu allatokhoz torténd
keresztezéssel megallapitottuk a konstrukciok kromoszéma-lokaliz&cidjat, és homozigota
torzseket alapitottunk. A harmadik kromoszéméba inszertalodott konstrukciot hordozo
torzseket Img mutéansokhoz kereszteztik. Az utddgeneracido w/w; Img/CyO, actGFP;
pUAST/ pUAST genotipusu egyedeibdl olyan torzseket alapitottunk, amelyek a
rendelkezésiinkre all6 Img %4, Img ®*3%7 Img %, Img **® alléleket, valamint a CG34440-
pUAST, CG34440-ORF1-pUAST és CG34440-ORF2-pUAST konstruktokat minden
kombinacidban hordoztak. Ezeket a vonalakat w/w; Img/CyO, actGFP; da-GAL4/da-GAL4
genotipusu allatokhoz kereszteztiik, és a w/w; Img/Img; pUAST/da-GAL4 genotipusu
utddok fenotipusat vizsgaltuk. A da-GAL4 egy olyan P elem alap( transzgén, amelyben a
Drosophila daughterless gén promotere mogé illesztették az éleszt6 Gal-4 transzkripcios
faktort koédolé gent. A daughterless gén promotere lehet6vé teszi, hogy a Gal4
transzkripcios faktor folyamatosan és minden szovetben termel6djon, igy a pUAST

konstrukroél a transzgén minden sejtben kifejez6djon.

10. Szemikvantitativ, reverz transzkripcié kapcsolt PCR (RT-PCR)

A lemming, vihar és CG8188 gének expresszidjanak mértékét a kiilonbozoé
mintakbol izolalt RNS-r6l atirt cDNS-t hasznalva templatként, nem telitési korilmények
kozott, 20 ciklussal végzett PCR reakcioval hatdroztuk meg. Telitési ciklusszam alatt a
képz6dé PCR termék mennyisége aranyos a reakcidba bemért templat mennyiségével.

Ezzel a moédszerrel tehat a PCR reakcio termékébdl kovetkeztethetink a templatként

=z
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Az RNS izolélasét Tri Reagent extrakcios kittel (Sigma-Aldrich, USA) végeztik.
Az RNS mintdkat RQ1 RN&z-mentes DN&zzal (Promega) kezeltiik. A mintdkbol 1-1 pl-t
0,8%-0s agar6z gélen futattuk, hogy ellendrizziik az RNS épségét, ugyanis a nem
degradalddott mintakban jol lathatova valik 2 kb-nél a 18S riboszomalis RNS alkotta sav. 5
ug totdl RNS-r61 M-MulLV reverz transzkriptazzal (Fermentas) és random hexamer
primerekkel cDNS szintetizaltunk. Ezt templatként hasznalva, 20 ciklusos polimeraz
lancreakciot hajtottunk végre Dream Taq polimerdzzal (Fermentas), standard
reakciokorilmények kozott (2 mM MgClp, 0,2 mM dNTP, 0,2 mM primer). A PCR
reakciokba bemért templat mennyiségét a Drosophila melanogaster L17 riboszomalis
fehérjét kddold CG3203 génre tervezett primerekkel (rpL17A upper és rpL17A lower)
kalibraltuk. Az RT-PCR termékeket agar6z gélelektroforézissel analizaltuk.

A lemming gén fejlédésstadium-specifikus expresszidjdnak vizsgalatahoz totél
RNS-t izolaltunk 50 mg w8 0-12 6ras embriékbél, 10-10 L1, L2, korai L3, vandorolé L3,
korai bab, késéi bab, him és ndstény allatokbdl. A kovetkezd primereket hasznaltuk RT-
PCR-hez:

ORF1: ORF1-RT upper és ORF1-RT lower

ORF2: ORF2 upper €s ORF2 lower

ORF1+ORF2: ORF1+ORF2 upper és ORF1+ORF2 lower és 5

Ezeknek a primereknek a felhasznalasaval a lemming mutansokban is megvizsgaltuk a Img
gén expresszidjanak valtozasat. Ehhez a totdl RNS izolaldsat 10-10 homozigota Img és
w8 korai babbol végeztiik.

A CG8188 @gén mutans alléljeiben a génexpresszi6 véltozasat RT-PCR-rel
vizsgaltuk a CG8188 upper és CG8188 lower primerek hasznalataval. A kisérlethez a total
RNS izolalast és reverz transzkripciot a CG8188"%%° CG8188"™>"*! CG8188°2 és a

1118

kontroll w—° tdrzsekb6l 10-10 homozigota adultat tartalmazé mintan végeztiink.

A vihar gén expresszi6janak vizsgalatahoz total RNS-t izolaltunk 10-10 vih<®%20%,
vih®10203 yiharK107720- 4o GAL4 és w'™® farat adult babbol, majd reverz transzkripciot

végeztiink. Az RT-PCR reakciokat a vihar upper2 és a vihar lower2 primerekkel végeztuk.

11. Citolégiai analizis

A mitotikus kromoszéma-preparatumokat harmadik stadiumos vandorl6 larvak
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agyabdl készitettuk. Az agyakat 0,7% NaCl oldatban boncoltuk ki, majd 45%-o0s
ecetsavban fixaltuk 5 méasodpercig. Ezutén az ecetsavat eltivolitottuk, és az agyakra 45%-
0s ecetsavban oldott 5%-0s orceint cseppentettiink és 5-7 percig festettiik, majd 60%-0s
ecetsavval mostuk 6ket. A megfestett agyakat 60%-0s ecetsavban oldott 5%-0s orceinben
torténd préseléssel targylemezre preparaltuk. A kromoszomakat Olympus BXS5I
faziskontraszt mikroszképpal UPLFLN 100x O3Ph plan-apochromat objektivvel
vizsgaltuk, és DP70 kameréval digitalis felvételeket készitettiink.

A mitotikus indexet az egy latdbmezoben lathatdé mitdzisban 1évo sejtek szamaval
hataroztuk meg. Az apoptotikus indexet az egy latobmezdben 1évo erdsen festddo,
lekerekedett, apoptétikus sejtek szaméval adtuk meg.

Az elpusztult sejtek mennyiségét akridin-narancs festéssel is ellendriztiik. Ehhez
harmadik stddiumos vandorl6 larvak agyat és imagdkorongjait PBS-ben kiboncoltuk, és
1,6 pg/ul akridin-narancs (C.l. 46005 Molar Chemicals Ltd) oldatban festettik 5 percig
sotétben. PBS-sel torténd mosast kovetden targylemezre preparaltuk éket gy, hogy a
fedélemez ¢és a targylemez kozé ragasztoszalagbdl falat képeztiink, hogy megakadalyozzuk
a preparatumok 6sszenyomodasat. A prepardtumok vizsgalatat Olympus BX51
faziskontraszt mikroszképpal 20 X Phl plan-apochromat objektivvel és Olympus FV 1000

konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk.

12. Immunfestés

Harmadik stddiumos vandorlé larvdk agyat PBS-ben kiboncoltuk, metanolban
20°C-on 20 percig fixaltuk, majd PBS-ben mostuk. Ezt kdvetéen az agyakat Triton X-100-
al kiegészitett PBS-ben inkubaltuk, amely atjarhatdva teszi a sejthartyat az ellenanyagok
szamara. Ezt kovetden, az agyakat szobahémérsékleten 40 percig BSA-val blokkoltuk,
majd Ciklin B és a-tubulin elleni ellenanyagokkal inkubaltuk 4°C-on, éjszakéan at. A Ciklin
A és Ciklin B jeldlésekhez, kétszazszoroséra higitott Rb270 nyul anti-Ciklin A és az Rb271
nydl anti-Ciklin B antitesteket (Whitfield, 1990), az a-tubulin jeldléshez Gtvenszeresére
higitott patkany monoklondlis YL1/2 anti- a-tubulin antitesteket (Kilmartin, 1982)
hasznéltunk. A prepardtumokat PBS-sel torténé mosast kovetden masodlagos
ellenanyagokkal 2 6réan at, sététben inkubaltuk. Patkany elleni FITC konjugalt (SIGMA),

és eger elleni Rhodamin Red konjugélt (Jackson Immuno Research Laboratories Inc)
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masodlagos ellenanyagokat hasznéltunk. A meg nem kotott méasodlagos ellenanyagot PBS-
sel torténd mosassal tavolitottuk el, majd a DNS-t TOTO-3-mal (Molecular Probes)
festettilk meg. Ezutdn az agyakat egy csepp ,Vectashield”-ben (Mector Laboratories)
mikroszkop targylemezre preparéltuk fel. A preparatumokat Olympus FV 1000 konfokalis
mikroszkoppal vizsgéltuk. Az osztodd sejteket az a-tubulin elleni ellenanyaggal festett
mitotikus orsok alapjan azonositottuk, és a TOTO-3-al festett DNS elhelyezkedése alapjan

allapitottuk meg, hogy a mitdzis mely stadiuméaban vannak.

13. 5" és 3'-végi RACE vizsgalatok

A CG34440 génrél in vivo képz6d6 mRNS-ek méretének meghatarozasat RLM-
RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA-Ends) Kkittel végeztiik
(Ambion, USA). Tri-Reagens-sel totdl RNS izolaltunk 50 mg 0-12 6r&s embriébol és L3
stddiumd larvdkbdl. Az mRNS-ek 5' CAP struktirajat dohany savas pirofoszfatizzal
eltdvolitottuk, majd az igy szabadda valt 5' monofoszfat végekhez ligaltuk az RNS adapter
molekulat, majd random dekamer primerrel reverz transzkripciot végeztiink. Az mRNS 5'
végének pontos meghatarozasahoz az adapter szekvencidjara specifikus 5' RACE OUTER
és az ORF1-re (ORF1 lower: inner és ORF1-RT lower: outer), valamint az ORF2-re
(ORF1+0ORF2 lower: inner és ORF2 lower RACE: outer) specifikus primerekkel PCR
reakciot végeztink.

Az ORF1-r6]1 képz6d6 mRNS-ek 3' vegének meghatirozdsdhoz az mRNS-ek
polyA-végére specifikus 3° RACE adapter segitségével szintetizaltuk a cDNS els6 szalat.
Ezen a templaton az adapter szekvenciaval komplementer 3' RACE inner, és gen-
specifikus primerrel (ORF1-RT upper: outer és ORF1+ORF2 upper: inner) végeztiink PCR
reakciot. A kapott PCR termékeket pTZ57R (Fermentas, Vilnius, Lithuania) vektorba

klénoztuk és szekvenaltattuk.

14. Epitdp konstrukt és western blot

A lemming gén két leolvasasi keretérdl képz6do fehérjéket olyan konstrukcio

eléallitasaval vizsgaltuk, amelyet S2 sejtekbe transzfektdlva az ORF1-rl képz6d6 LmgA
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fehérje N-termindlis végén haemagglutanin (HA), az ORF2-r61 atirodo LmgB fehérje C-
termindlisan FLAG epitopot hordoznak. Ehhez a Drosophila Gateway vektorrendszert

(http://www.ciwemb.edu/labs/murphy/ Gateway%20vectors.html) hasznaltuk, amellyel

lehet6ség van egy megfeleld leolvasasi keretben elkészitett kiindulasi klonbol (Entry-
clone) atrekombinalni a vizsgéalni kivant cDNS-t szamos, kiilonb6zé célokra alkalmas
vektorokba.
Els6 1épésben az 5’-TCGAGATTACAAGGACGATGACAAGTAG-3" és az 5’-
TCGACATTACAAGGACGACGATGACAAGTAG-3’oligonukleotidok felhasznalasaval
FLAG epitopot inszertaltunk a pPENTR1A vektorba ECORV-Xhol helyre. Az igy eldallitott
a CG34440-pAct2 klonbol BamHI-Nrul emésztéssel kivagtuk, és a pENTR1A-FLAG
konstrukcioba ligaltuk BamHI-Nrul helyre, miutdn az Nrul ragadds végeit Klenow
polimerdzzal (Fermentas, Vilnius, Lithuania) feltoltottuk. Az igy FLAG epitoppal
megjeldlt lemming cDNS-t (Gateway LR clonase Il Enzyme Mix-et hasznélva, Invitrogen
Corporation, USA) éatrekombinéltuk a pAHW célvektorba, amely HA epitdpot kdodold
szekvenciat tartalmaz a Gateway kazetta 5' végén. A rekombinans klénokat ampicillin
rezisztencidjuk alapjan szelektaltuk, és szekvenalassal ellenériztiik transzfektalas el6tt.
Schneider 2 (S2) sejtekbe 2,5 nug FLAG-CG34440-HA-pAHW plazmidot
transzfektaltunk 15ul Cellfectint (Invitrogen Corporation, USA) hasznalva, majd a sejteket
szérummentes S2 tapfolyadékban novesztettikk (Sigma). A transzfektalt sejtekbdl teljes
fehérjekivonatot keszitettlink (Sambrook, 1989), amit Western blottal analizaltunk 6000-
szeresére higitott anti-FLAG (Sigma), és szdzszoroséra higitott anti-HA (Udvardy Andor

sajat készitése) monoklonalis ellenanyagok felhasznalaséaval.

15. Kolhicin és Docetaxel etetési teszt

A Dmube2S hipomorf és null alléleknek, valamint a Dmube2S®"%;
mad25#1%7/TM6B, GFP kettdsmutansnak vizsgaltuk a mitotikus gatlast kivaltd szerekkel

118 16rzset, és a vihar <7720 RNS interferencia

szembeni érzékenységét. Kontrollként a w
alléljét hasznaltuk. A RNS interferencia indukci6jéhoz a vihar**®”’?* homozigéta éllatokat
az ¢élesztd GAL4 transzkripcids faktort kifejezd w/w; da-GAL4/da-GAL4 genotipusu

allatokhoz kereszteztik. A kisérlethez 50-50 L1 stddiumu homozigdta, valamint vihar RNS
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interferencia indukalt larvakat gylijtottiink, Sml standard kukoricadara taptalajt tartalmazo
fioldkba. Kolhicint vizben, docetaxelt 100%-0s etanolban oldva tdrzsoldatot készitettiink,
és vizben higitottuk az etetéshez megfeleld koncentraciora. A larvakat tartalmazo fioldkba
Aldrich, USA) és 0uM, 5uM, 10uM, 15pM, 20uM, 25uM docetaxel (Sigma-Aldrich,
USA) oldatot meértiink. Az egyes koncentraciokat 6 parhuzamos fioldban teszteltik.
Kontrollként 60 pl oldoszert alkalmaztunk. A kezelt larvak egyedfejlédését 25°C-on
kovettiilk, majd a kikeld imagokat megszamoltuk, és az adatokat MS Office Exel-el

analizaltuk.

16. Felhaszndlt primerek

CG8188 upper+EcoRl: '5-GAATTCGCAGCAGGAAATTCAGAC-3'
CG8188 lower+Sall: 5'-GTCGACATGGAACTCCGCCTTATG-3'
CG8188 upper: 5’-AATCGAAGGCAGGCAAGAC-3'

CG8188 lower: 5'-GCTAGGATAGCCCATGAG-3'

ORF1 upper: 5’-CTCCCGCCAAGGATCGATATCTTT-3’

ORF1 lower: 5-TCCGGGCAGGTGCTCTCG-3'

ORF2 upper: 5’-AATGATGGAGAACAGCAGCAACGAT-3’
ORF2 lower: 5’-TATGTTGGGGATGTTGGTGTGAATG-3’
ORF2 lower RACE: 5-CTGGAAGCGCGACTGTGC-3'
ORF1-RT upper: 5’-GCAAAGCGGCGACAAAC-3’

ORF1-RT lower: 5’-CAGCTCTGGCGGCACAT-3’

ORF1+ORF2 upper:5-CCGCTGGTGTGGGGTGTATG-3'
ORF1+ORF2 lower: 5'-TTTGGCAGTGGCGGCAGAC-3'
rpL17A upper: 5-GTGATGAACTGTGCCGACAA-3'

rpL17A lower, 5'-CCTTCATTTCGCCCTTGTTG-3'

vihar upper2: 5'-TGAATTCATGGCGCAGAATATCAGC-3'
vihar lower: 5’-ATGTCGACGCCGCAATATGAGCAT-3'

vihar upperl: 5-TGAATTCACACTCACCCACAGACTGC-3'
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EREDMENYEK

1. A lemming funkcidjanak kiesése béabletalitast és megemelkedett apoptézist

eredményez

Az 1(2)03424 muténs torzset eredetileg a Berkeley Drosophila Genom Project egy P
elem inszercids gyilijteményben azonositotta letalis fenotipusa alapjan (10. dbra: A P elem
inszercidt haromszdg jel6li.). Az 1(2)03424 homozigotak a babbol valo kibujas elétt, a P15i
farat adult stddiumban elpusztulnak (3. tablazat). Megfigyelheté, hogy a babburokban
rekedt allatoknak csokevényes szemiik, szarnyuk és szOrzetiik van, és potrohuk is
rendellenesen fejlodott. A harmadik staddiumos larvak imagdkorongjait akridin naranccsal
megfestve, az apoptotikus sejtek szamanak jelentds megemelkedése tapasztalhatd (7. &bra).
Mivel ezekbdl a larvalis szovetekbdl alakulnak ki késobb a felndtt allat szervei, az igen

intenziv apoptdzis magyarazhatja a fent emlitett rendellenességek megjelenését.

vad tipus [N@ = vad tipus

7. abra Almg mutansok agyaban és imagokorongjaiban magas az apoptotikus sejtek szama. A: Vad tipusi
és D: Img'® mutans larvik agynak orceinnel festett preparatumiban megfigyelheté lekerekedett,
apoptotikus sejtek. B: Vad tipust larva és E: Img™® mutans larva szarnydiszkuszanak akridin naranccsal
festett preparatuma. C: Vad tipust és F: Img*® mutans harmadik stadiumos larva agyanak akridin naranccsal
festett prepardtuma. A z6ld pottyok az akridin naranccsal festdd6 apoptotikus sejteket jelolik.
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A P elem inszerciot hordozd gént lemmingnek (Img) nevezték el az éngyilkossagot

elkovetd lemmingek utan, utalva ezzel az apoptotikus sejtek szamanak megemelkedésére a

03424 03424

Img muténsokban. A Img els6é mutans alléljét Img™""-el jelolték. A Img mutans
fenotipusa a P elem preciz kiugratdsa utdn megegyezett a vadtipusu &llatokéval, ami
bizonyitja, hogy a lemming fenotipusat valdban a 1(2)03424 inszercié okozza.

A fent emlitett késéi letalitas, és a megemelkedett apoptotikus sejtek szama jo
egyezést mutat a sejtciklus-szabélyozasi gének, és az altalunk kordbban azonositott APC/C

03424 mutans részletes

alegységek muténsainak fenotipusaval, ezért elvégeztik a Img
funkciondlis genetikai analizisét. Id6kozben a Berkeley Drosophila Genom Project
azonositott egy, a Img®**-et nem komplementalé P{EPgy2}EY11317 inszerci6t. Ezt a
torzset beszereztik, és ugyancsak bevontuk kisérleteinkbe (10. abra: A P elem inszercidkat

haromszdg jeloli).

2. A lemming mutaciok természete

Klénoztuk a P elem inszerci6kkal szomszédos genomikus szekvencidkat, és

V4

helyezkednek el. Azt, hogy inszerciok befolyasoljak-e a Img gén kifejez6dését, reverz

transzkripciéhoz kapcsolt PCR (RT-PCR) médszerrel vizsgaltuk. Ehhez Img®** és a

EYI3L7 mutansokbdl total RNS mintékat izolaltunk, és a Img kédold szekvenciéjara

Img
tervezett primerekkel RT-PRC-t végeztiink. Kontrollként a mutansoknak megfelel$
stadiumban 1év6 vad tipusu allatok mintait hasznaltuk. Az RT-PCR reakcioba bemért cDNS

mennyiségét a riboszomalis fehérjét kodold rpL1l7 gén transzkriptum mennyiségére

03424 EY11317

kalibraltuk. Eredményeink szerint a Img és Img mutansokban csokkent a Img gén
expresszidja a vad tipusu allatokban tapasztaltakhoz képest, ezért ezek hipomorf alléleknek
tekinthet6k (8. dbra). A teljeskorii genetikai analizis megkoveteli, hogy kiilonb6z6 er6sségli
allélokat vizsgaljunk, koztuk null allélokat is. Ezért a P{PZ}03424 és a
P{EPgy2}EY11317 elemek mobilizalasdval lemming null muténsokat allitottunk el6. A P
elemek Kkivagodasara a szemszin-markerek elvesztésébdl kovetkeztettiink. Azokbdl az
allatokbol, amelyekben a P{PZ}03424 elem esetében a rosy (ry"), a P{EPgy2}EY11317
elem esetében a white (w") szemszin-marker elveszett, torzseket alapitottunk és PCR

reakcioval kerestiink delécios kromoszoOmékat hordozé vonalakat. Mindkét P elem
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esetében 350 delécios jeldltet vizsgaltunk.

023 jelii vonal

A P{PZ}03424 elem esetében az egyik ilyen delécios jelolt a Img
volt. A Img”? homozigotak az egyedfejlddés korai, P5(i) babstadiumaban pusztultak el,
tovabba larvalis agyuk és imagokorongjaik orceinnel és akridin naranccsal festett
preparatumain az apoptotikus sejtek szdmanak szignifikdns emelkedése volt megfigyelhetd
(7. &bra).

A P{EPgy2}EY 11317 elem mobilizalasaval eléallitott Img*® mutans minden eddigi

EA1ST homozig6tak  PA(ii)

lemming allélnél erésebb fenotipust mutatott. A Img
babstadiumos letalfazisa a Img™*® homozigétakban egy korabbi, P4(i) stadiumra tolédott el.
A Img**® harmadik stadiumos larvak agya sokkal kisebb volt (7. 4bra C és F), mint a vad
tipusu allatoké, imagokorongjaik pedig elcsokevényesedtek. Az emlitett fenotipusjegyek

alapjan a Img™*® a legerdsebb Img allélnak tekinthetd.

Genotipus Letal fazis

witHe Eletképes

Img %42+ Farét adult P15(i)
Img™? Korai béab P5(i)
ImgE"3t? Elébab P4(ii)
Img*®® EI6babP4(i)

3. tablazat A Img mutansok letalfazisa

023 65 Img™*® mutansokban PCR reakcioval meghatiroztuk a képzédatt

A Img
deléciok méretét. A vad tipusinal kisebb méretii PCR fragmentek szekvenalasaval
pontosan meghataroztuk a képz6dott deléciok molekularis toréspontjait. A P{PZ}03424

2 muténsban 1543 bézisparos, mig a

elem nem preciz kivdgodasaval létrehozott Img
P{EPgy2}EY11317 elem remobilizalasaval el3allitott Img™*® mutansban 1120bp-os deléci6
képz6dott. Mindkét mutans esetében a delécid az inszercios pontnal kezdddik és Img gén 5'
vége felé terjed, kiejtve csaknem a teljes kddold régiét (10. abra).

2 mutansban kimutattuk, hogy delécio képzédott a

Annak ellenére, hogy a Img
Img génben, RT-PRC-rel a gén gyenge expresszidjat tudtuk detektalni (8. &bra). Ez egy
tobbsz6rds mobilizaciés eseménnyel magyarazhatd, melynek sordn a P elem nem preciz
kivagodassal magaval vitte a szomszédos Img szekvenciét, majd Gjra inszertalddva, egy
mas genomikus kornyezetbe juttatta azt, ahol képes kifejez6dni. A P elem (vagy ennek egy

része) egy Ujabb mobilizacids eseményt kovetden elveszett, ezért nem lathaté az elemre
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jellemz6 szemszin-marker. A Img™*® mutdnsokban nem mutathaté ki Img génrél képz6dé

mRNS, igy a Img**® null allélnek tekinthet (8. &bra).

K Imgf324 Imgho28 ImgEY11317  |mgi38 M (Kb)

0.4
mpL17A

8. dbra A génexpresszi6 mértékének meghatarozésa RT-PCR-rel a Img mutansokban. K: kontroll; M
molekulastly marker. Felsé két sor: A Img gén kiildnb6z6 ORF-jeire specifikus primerekkel kapott PCR
termékek. Bemérési kontrollként a riboszomalis fehérjét kodold rpL17A génre specifikus primereket
hasznéltunk.

3. A lemming mutansok mitétikus fenotipusédnak vizsgélata

A Img mutansok mitotikusan osztodd szoveteiben az apoptotikus sejtek szamanak
megemelkedése volt megfigyelhetd, ami arra utalhat, hogy ezekben a sejtekben a mitdzis
sordn valamilyen hiba kovetkezik be. A mitotikus mutansokrol altalanossagban
elmondhatd, hogy letalis fenotipusuk mellett, jellegzetes citoldgiai fenotipust is mutatnak,
attol fliggden, hogy a sejtciklus melyik fazisaban fejtik ki funkcidjukat. Ennek
kimutatasara alkalmas modszer a vandorlo, harmadik stadiumos larvak agyabol készitett
orceinnel festett prepardtumok készitése, melyek faziskontraszt mikroszképpal
vizsgalhatok.

A vad tipust sejtekben a mitdtikus kromoszémaék kozul hdrom pér (X, 2. és 3.
kromoszomak) palcika alaki, a 4. kromoszéma pedig pontszerii. A vad tipust
preparatumokon latomezOnként csak néhany, altalaban 1-3 mitdzisban 1év6 sejt lathato.
Ezzel szemben a Img mutinsok preparatumain sokkal nagyobb gyakorisaggal lathatok

mitozisban 1évo sejtek, amelyek tobbségében tilkondenzalodott, pontszeriivé tomorodott
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kromoszomékat lathatunk. A kromoszomak profazisban még normaélisnak tiinnek, de a
prometafazis, illetve a metafazis idejére a tilkondenzalodas egyértelmiien lathatova valik
(9. &bra D-K). A kromoszémak nagymértékii kondenzacioja a mitozis lelassulasanak vagy
megallasanak a kovetkezménye. Mivel ezek a sejtek joval tobb id6t toltenek metafazisban,
ezért emelkedik meg a mitozisban 1év6 sejtek szama a szovetben. A mitdtikus index (MI) a

mitdzisban 1év6 sejtek szamat adja meg egy latdbmezOben, ami a Img muténsokban

haromszor-négyszer nagyobb a vad tipushoz képest (4. tablazat).

9. abra A Img allélek mitétikus fenotipusa orceinnel festett larvalis agypreparatumokban. A: vad tipusu
prometafazis; B: vad tipust metafazis; C: vad tipusu anafazis; D-K: tdlkondenzalt kromoszémak és poliploid
sejtek Img mutansokban; L-M: rendezetlen anafazis; N: tdlkondenzalodott kromoszémak anafazisban; O:
talkondenzalodott kromoszomak anafazisban poliploid sejtben.

A Img hipomorf és null mutansokban a legtdbb osztdd6 sejt prometafazis vagy

metafdzis-szerii allapotban volt, mig az anafazisban és telofazisban 1év6 sejtek szama

04324 Jo23 EY11317

viszonylag alacsony maradt. A Img™", Img és Img mutansokban tébb mint
kétszeresére emelkedett a metafazis:anafazis (M:A) arany, mig a Img™*® null mutansban
meghatarozhatatlan volt ez az érték, mivel anafazisban 1év sejteket alig talaltunk. Ez azt

mutatja, hogy a Img funkcidjanak hidnya metafazis-szerti gatlast okoz (4. tablazat). Azok a
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sejtek, amelyek valahogyan kiszabadulnak a gatlas alol és anafazisba Iépnek, a vad tipustol
eltér6 morfologiai jegyeket mutatnak (9. &bra L és M). A kromoszoméak ebben a
stddiumban is gyakran talkondenzaltak, és rendezetlenil helyezkednek el, a polusok felé
vandorlés soran gyakran lemaradnak (9. 4bra N és O).

A mutans preparatumokban gyakran megfigyelhetéek voltak poliploid sejtek (9.
abra G, K és O). llyen sejtek Ugy alakulhatnak ki, hogy az anafazis végén nem jatszodik le
citokinézis, hanem a metafazishan géatolt sejtek dekondenzaljdk kromoszomaikat és
visszatérnek interfazisba, majd DNS-iik ujabb megkett6z6dését kovetben, poliploidda
valnak. A hipomorf Img allélek esetében altalaban tetra, illetve oktaploid sejteket, a Img*®®
preparatumokban gyakran extrém ploidiat mutatd sejteket is megfigyeltink (9. &bra G).

Vad tipusu preparadtumokban poliploid sejteket nem talaltunk.

Genotipus Pre’pa}rétur’n/ M?tétikus M,:A Poliploid Apoptézis
Latémezo index arany % index
wiie 7/183 1.6+0.2 2.9+0.3 0 0.5+0.1
Img®%2 6/135 4.1+0.8 4.5+0.7 19.645.6 1.4+0.3
Img™% 7/167 4.4+0.9 6.3+0.1 29.1+7.4 1.2+0.2
ImgEYH3t 6/170 5.8+0.7 6.2+0.4 26.6+3.1 1.5+0.4
Img*® 10/194 5.9+0.5 - 50.7+7.9 1.8+0.5

4. tablazat A Img mutansok mitdtikus fenotipusanak kvantitativ meghatarozasa.

Preparatum/Latomez6: A vizsgalt preparatumok és mikroszkop latomezOk szama. A mitotikus index megadja
a mitozisban 1év6 sejtek szamat egy-egy mikroszkop latomezdben. A poliploid % megadja a tébb mint két
kromoszoma garnitiraval rendelkezd sejtek szadmat a mitotikus sejtek szdzalékaban kifejezve. Az apoptotikus
index megmutatja az apoptotikus sejtek szamanak atlagat egy mikroszkop latdomezdben.

Az orceinnel festett prepardtumokon a mitdtikus sejtek mellett nagyszdmban
megfigyelhet6ek voltak sotéten fest6dd, un. piknotikus, lekerekedett sejtmagu sejtek (7.
dbra D). Ezek a jellegek az apoptotikus sejtek tipikus jellemzdi, amelyek szamanak
megemelkedése a programozott sejthalal indukcidjara utal. Vad tipusu preparatumokban is
lathatunk ilyen sejteket (7. dbra A), azonban a Img mutansokban harom-négyszeresére nd
ezek el6fordulasanak gyakorisaga. Ezek az erdsen festddd sejtek altalaban parosaval,
szorosan egymas mellett helyezkedtek el, ami arra utalhat, hogy az apopt6zis azonnal
indukalédott a mitdzis befejezése utdn. Az apoptédzisra jellemz6 jegyek alaposabb
vizsgalata érdekeben, egy apoptdzisra specifikus festékkel, az akridin naranccsal is
megfestettilk a harmadik stddiumos larvak agyat és iméagokorongjaikat. Az akridin narancs

az elhalt sejtekbe gyorsabban hatol be, mint az ¢l6kbe, és fluoreszcens mikroszkoppal jol
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nyomon kovethetd. Azt tapasztaltuk, hogy az akridin narancs felhalmozodasa valamennyi

Img muténsban sokkal intenzivebb volt, mint a vad tipusu szovetekben.

4. A lemming gén dicisztronos szerkezete evolUciosan konzervalodott a Drosophilidae
csaléddban

03424 EY11317

A Img és a Img mutansok P elem inszerciéi a masodik kromoszéma bal
karjan, a 29D4-5 citoldgiai pozicidban helyezkednek el. Mindkét P elem inszercid
remobilizaldsa soran azt tapasztaltuk, hogy a mutans fenotipus gyakran visszadllt vad
tipuss4, ami arra utal, hogy valdban ezek az inszerciok feleldsek a Img gén funkcidjanak
kieséséért, és a mutansok fenotipusanak kialakulasaért.

Klénoztuk a P{PZ}03424 elemmel szomszédos genomikus szekvenciadkat, és
meghataroztuk ezek nukleotid sorrendjét. A szekvencia analizisével megéllapitottuk, hogy
szekvencidval homoldgia-keresést vegeztiink BLAST algoritmus hasznalataval. A Berkeley
Drosophila Genom Projekt EST (Expressed Sequence Tag) adatbazisdban szdmos olyan
embrionalis cDNS klént talaltunk, amely szekvencia-egyezest mutatott. Ezek kozul az
LD20119 azonositoval ellatott klonnak teljes hosszaban meghataroztak a nukleotid
szekvenciajat. Osszehasonlitva a genomikus szekvenciaval azt tapasztaltuk, hogy a Img
lokusz nem tartalmaz intront. Ez a transzkript kb. 2,0 kilobazis hosszUsagu, két tandem
elhelyezkedd nyitott leolvasési keretet (Open Reading Frame: ORF) tartalmaz, melyeket
egy 92 bézisparbol allo szakasz valaszt el egymastdl (10. dbra A). A Flybase Drosophila
adatbazisban tovabbi 423 cDNS klon érhet6 el, amelyek lefedik ezt a lokuszt. Ezek alapjan
a Berkeley Drosophila Genom Project a Img génr6l két transzkript atirodasat azonositotta,
egy kb. 2,0 és egy 2,9 kilobazis hosszusagut, mindkettd dicisztronos.

A Flybase adatb&zisban taldlhatd cDNS szekvencidk tobbszoros illesztésevel 230
klon esetében azt kaptuk, hogy a transzkripcio start pontja az 5' vég feldli ORF1 el6tt 192
(x4) bézisparra helyezkedik el (Hoskins, 2011). A Img gén transzkripcios profiljanak
alaposabb megismerése érdekében, a képz6dé mRNS-ek 5' és 3' végét RACE reakcidval
hataroztuk meg. Ehhez embriokbdl és L3 stadiumu 1arvakbdl totdl RNS-t izolaltunk, majd
ezeket a megadott protokoll szerint cDNS-sé irtuk &t. Mindkét mintdban az ORF1 inner
primerrel kimutattuk, hogy a transzkript 5' vége az ORF1 start kodonja elétt 180 (+15)

bazisparra kezd6dik (10. abra), amely hozzavetSlegesen megegyezik a Flybase-ben
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taldlhaté cDNS-ek vizsgalata soran kapott értékkel. Azonban az ORF2-r61 képz6dé mRNS-
ek 5-RACE vizsgalata embrionalis RNS mintakon két kiillonb6z6 5' végz6dést mutatott. Az
egyik az ORF2 transzlacios start pontja elott 107 bp-ra, a masik pedig az ORF1 eldtt
kezd6d6 mRNS 5' végére tehetd. Ugyanezt az 5'-RACE kisérletet larvalis RNS mintékon
elvégezve csak egy végzédést tudtunk kimutatni, amely megegyezett az embrionalis
mintan kapott ORF1 elott kezdédé mRNS 5' végével, amely azt mutatja, hogy ezek az

MRNS-ek dicisztronosak.

A

s - "
3'ORF1 outer 3'ORF1 inner RACE Primerek
«— D —  —
5'ORF1inner 5'ORF1outer 5'ORF2inner 5'ORF2 outer
P(Ef?:yzg)(?ﬁfsw © -0 - © g.? g
© I 0 O Yo RN} © &)
< &Y < < [To IETs - -
T ORF1 s ORF2
o1
TS1 TS2 3'vég
R T T N e Imgl” 1120bp deléci
I
N ImgZ” 1543bp delecid _ L _ o oo oo - I
T
B ImgA RT primerek Fejlédési RT-PCR Primerek
ImgA+B RT primerek
- -—
ImgB RT primer ImgB RT primer

10. &bra A Img genomikus régi6 vazlatos bemutatasa. A: A Img lokusz molekuldris térképe a Flybase-ben
kozolt ~2,0 kb-os cDNS alapjan. A Img gén két ORF-jét téglalapok jelolik. A gén 5’ nem transzlalodo
régidjaban talalhatd P{PZ}03424 és P{Epgy2}EY11317 P elem inszerciokat haromszdg jeldli. A RACE
kisérletekben hasznalt primerek helyét nyilak, az azonositott transzkripcios start helyeket TS1 és TS2 jelélik.
A monocisztronos mMRNS 3' végét nyil mutatja. A Img™® és Img**® mutansokban a deléciék méretét tort vonal
szimbolizélja. B: A fejlédési RT-PRC-ben haszndlt primerek lokalizacidja.

Annak eldontésére, hogy vajon képzddnek-e monocisztronos mRNS-ek a Img
génrél, és hogy hol végzédik a dicisztronos mRNS, 3'-RACE kisérletet is végeztink. Az
ORF1 szekvencidjara specifikus primerekkel kimutattunk egy mRNS-t, amelynek a 3' vége
az intercisztronikus régioban, az ORF1 stop kodonja utdn 56 bazisparra végzédik. Az
ORF2-161 képz6d6 mRNS-ek 3' veget RACE reakcioval nem sikerilt kimutatni. Azonban
egy ¢éleszt6 kett6s-hibrid kisérletben azonositottunk egy cDNS klont (kisérletet lasd
kés6bb), amelynek szekvencia-meghatarozdsaval az mRNS 3' vége az ORF2 stop
kodonjatol 1231 bazisparra végzodik (10 &bra).

A Flybase-ben taldlhat6 cDNS szekvencidk analizisével, és a RACE kisérletekkel
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kapott adatok alapjan elmondhat6, hogy a Img lokuszrdl egy dicisztronos mRNS képzoédik,
amelyben az ORF1 és ORF2 a ImgA és ImgB cisztronoknak felelnek meg. Az azonositott
monocisztronos MRNS-ek feltehetéen a dicisztronos mRNS processzalasaval keletkeznek,
de nem zé&rhatd ki annak lehetésége sem, hogy valoban képzddik a lemming génr6l
monocisztronos MRNS is.

A lemming lokusz dicisztronos elrendez6désének okait tovabb kutatva
megvizsgaltuk, hogy vajon ez a szerkezet konzervalddott-e az evoltcié soran a kiilonb6z6
Drosophila fajokban. Bioinformatikai modszerekkel meghataroztuk a 12 Drosophila faj
LmgA és LmgB fehérjéinek szekvencidit. Ezeket a fehérjeszekvencidkat globélis
illesztéssel a Drosophila melanogaster LmgA, illetve LmgB fehérjéihez hasonlitottuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a lokusz felépitése minden fajban hasonld, de kiilonb6z6 szakaszai

eltérd konzervaltsagot mutatnak (5. tablazat).

Fajok LmgA (as%) 92 ICS (bp) % LmgB (as%) 3’-UTR (bp%)
. 145 as, 90
D. simulans 100 (92) 97 143 as. 99 92
D. sechellia 100 (92) 100 98 96
D. yakuba 100 (83) 88 98 91
D. erecta 100 (83) 86 97 91
D. ananassae 98 (96) 53 84 67
D. pseudoobscura 98 (111) 41 77 58
D. persimilis 98 (111) 41 76 59
D. willistoni 97 (157) 28 69 47
D. mojavensis 97 (165) 33 67 47
D. virilis 96 (162) 31 66 47
D. grimshawi 97 (150) 36 67 46

5. tAblazat A Img lokusz bioinformatikai vizsgalata 12 Drosophila fajban

A lemming lokusz kiilonboz6 régidinak aminosav (as%) és nukleinsav (bp%) szekvencia hasonlosagai a 11
Drosophila fajban a Drosophila melanogaster szekvenciajahoz. ICS: intercisztronikus régio, 3-UTR: 3' nem
transzlalodo régio.

A LmgA fehérje szekvenciaja bizonyult a legnagyobb mértékben konzervaltnak,
mivel még a legtdvolabbi fajok esetében is legaldbb 96%-0s azonossagot mutat, mig a
LmgB esetében ez az érték csak 66%, bar ez utébbi érték is relative magas konzervaltsagot

jelent. Az intercisztronikus régi6 (ICS) és a 3' nem transzlalodo régié (3' UTR) nukleotid
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szekvencidjat hasonlitottuk a Drosophila melanogaster megfelelé régioihoz. Az
intercisztronikus régi6 mérete fajonként eltérd, de a 3' nem transzlalodo régioval egyiitt

mind a 12 Drosophila fajban konzervaltsagot mutat (5. tablazat).

5. AImgA a Drosophila APC/C Apcll alegysegét kodolja

A ImgA kddold szekvencidja 255 nukleotid hosszu, amely egy kis, minddssze 85
aminosavbol all6 RING finger domént tartalmazé polipeptidet kdédol. A LmgA
szekvencidjaval homoldg fehérjéket kerestiink a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) BLAST adatb&zis-keres6 algoritmus hasznalataval. Azt taldltuk, hogy
a fehérjeszekvencigja alapjan a LmgA 78%-0s azonossagot és 86%-0s homoldgiat mutat a
human APC/C komplex Apcll alegységével. Szamos mas faj, pl. egér, patkany,
karmosbéka és zebrahal esetében is tébb mint 70% azonossagot mutatott az Apcll
fehérjével. A LmgA fehérje nagymértékii hasonldésdga a human és mas fajok APCI1
alegységhez, valamint a Img mutansok mitotikus fenotipusa egyuttesen azt mutatja, hogy a
Img gén ImgA cisztronja az ecetmuslica APC/C komplex APC11 alegységét kddolja.

A ImgB (Flybase-ben CG34441 jeldli) egy 365 aminosav hossz(sagu feltételezett
fehérjét kodol, amelyben nem tudtunk azonositani funkcionalis doméneket. Annak
ellenére, hogy a LmgB fehérje szekvencidja konzervéltsdgot mutat a Drosophilidae

csaladban, hasonl6 fehérjét mas fajokban nem tudtunk azonositani.

6. A mitotikus ciklinek felhalmozddnak a Img muténsokban

Az APC/C egyik 6 funkcidja a mitotikus ciklinek lebontdsaval a mit6zisbol torténd
kilépés szabalyozdsa. Kordbban mér kimutattuk, hogy az Apc3/Mks, Apc6/Cdcl6 és
Apcl0/Docl alegységek mutdnsaiban felhalmozodnak a mit6tikus ciklinek. Ezért szerettiik
volna megtudni, hogy vajon a Img funkcidjanak hidnya érinti-e a mit6tikus ciklinek
hasznélatdval, harmadik stadiumos larvak agyanak immunhisztokémiai festésevel
vizsgaltuk. A B-tubulinnal festett osztodasi orso alakjabol, és TOTO-3-al festett DNS
elhelyezkedésébdl hatdroztuk meg, hogy a vizsgalt sejtek a sejtciklus melyik fazisaban
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vannak.

vad tipus
prometafazis

vad tipus Img
metafazis metafazis

Egyesitett

« ot

11. abra Ciklin A nem bomlik le a Img mutansokban.

Az egyesitett képeken zold szin jeldli a Tubulint, kék a DNS-t és piros a Ciklin A-t. A monokrom képek
kulon-kilon mutatjak a Ciklin A, Tubulin és a DNS festést. A vad tipusy sejtekben a Ciklin A kimutathat6
prometafazisban (A és D), azonban a metafazis soran lebomlik (B és E). A Img”?® mutans sejtekben a Ciklin
A felhalmozodasat az erdteljes festddés mutatja (C és F).

Vad tipusu sejtekben proféazisban és korai prometafazisban a Ciklin A mennyisége
meg detektalhatd, de metafazisban mar nem (11 &bra A és D). A Ciklin A lebomlésat a
Ciklin B degradécidja koveti, szintje nagyon gyorsan lecsokken a kromoszomak
szegregaciojat megel6z6en (12. abra B és E). Ezzel szemben a Img mutansokban, mindkét
ellenanyaggal, jelentés kiillonbségeket figyeltiink meg a metafazis-szerti stadiumban 1évo

sejtekben, a vad tipushoz képest.
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vad tipus vad tipus img
prometafazis metafazis metafazis

Egyesitett

12. abra Ciklin B felhalmozédik a Img mutansokban.

Az egyesitett képeken zold szin jeldli a Tubulint, kék a DNS-t és piros a Ciklin B-t. A monokrom képek
kulén-kilon mutatjak a Ciklin B, Tubulin és a DNS festést. A vad tipusy sejtekben a Ciklin B szintje magas
prometafazisban (A és D), majd a metafazis soran fokozatosan lebomlik (B és E). A Img™®® mutans sejtekben
az intenziv festddés azt mutatja, hogy nem bomlik a Ciklin B a metafézis alatt (C és F).

A kontroll preparatumokon, a hattérfestédésénél intenzivebb festddést a Ciklin A-ra
a vizsgalt sejteknek (n=29) csak a 14%-4ban, a Ciklin B esetében (n=24) 17%-aban

tapasztaltunk. Ezzel szemben a vizsgalt Img”®

sejteknek tébb mint 80%-aban mind a
Ciklin A (n=17), mind pedig a Ciklin B (n=20) felhalmozddéasa megfigyelhetd volt a
mitotikus orso koril (11 és 12 abra C és F). Ezek a sejtek ugyanakkor igen intenziv DNS
festddést is mutattak. Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a Lmg fehérje sziikséges a Ciklin A és

Ciklin B lebontasahoz.
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7. AImgA és ImgB expressziojanak vizsgalata az egyedfejlédés soran

A dicisztronos génszerkezet gyakran duplikaciok eredményeként jon létre, és
altalaban a két cisztronnak hasonl6 funkcidja van (Ben-Shahar, 2007). A ImgA és ImgB
esetében azonban sem nukleotid szekvencidjuk, sem a képz6dd fehérjék nem mutatnak
hasonlésdgot. Mindazonéltal a mono- és dicisztronos mMRNS-ek létezeése felveti azt a
lehetéséget, hogy a két cisztron expresszidja eltér6. Ennek vizsgélatara, totdl RNS-t
izolaltunk vad tipust embriokbol, L1, L2, korai L3, vandorld L3 larva, korai bab, kés6i
bab, him és néstény allatokbol. Ezeken a mintdkon RT-PCR-el vizsgéaltuk a mono- és
dicisztornos mRNS-ek képzodését, olyan primerek felhasznalasaval, amelyek csak a ImgA-

ra, csak a ImgB-re, illetve az intercisztronikus ImgAB régiora illeszkednek (10. &bra B).
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13. abra A Img gén expressziés mintazata.

A: Img specifikus transzkriptek meghatarozasa szemi-kvantitativ RT-PCR-rel kiilonb6z6 fejlédési stadiumbol
izolalt totdll RNS mintakban. Bemérési kontrollként az rpL17A transzkripcid szintjét hasznaltuk. B: Western
blot a HA- és Flag-jeldlt dicisztronos Img konstrukttal transzfektalt S2 sejtekbdl izolalt total sejtextraktumon.
Kontrollként (Ktrl) nem transzfektalt sejteket hasznaltunk. Az elsé oszlop a HA-LmgA immunoblotja anti-
HA ellenanyaggal. A HA-LmgA fehérje immunoreaktiv bendje ~20 kDa-nal. A masodik oszlop a LmgB-Flag
immunoblotja Flag ellenanyaggal. Nagymértékii mintafelvitelt kdvetéen sem kimutathato a LmgB-Flag. Nyil
jeloli a LmgB prediktalt molekula tomegét. A csillaggal jeldltek az anti-HA és anti-Flag altal
nemspecifikusan felismert polipeptidek.

A kapott PCR termékek mintazata mind a hdrom kisérletben nagyon hasonld volt.
Embridban nagyon alacsony expresszidt tapasztaltunk, ami megemelkedett az L1 stddiumd
larvdkban. Az L2 és korai L3 larva staddiumban lecsokkent a génexpresszid, majd Ujra
er0sodott a vandorld L3 larvakat és korai babokat tartalmaz6 mintakban. A kés6i babokbol
izolalt mintakban tapasztaltuk a leger6sebb expressziot, amelynek magas szintje a

himekben és ndstényekben is megmaradt (13. dbra A). Ezek az eredmények azt sugalljék,
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hogy a lemming gén terméke egy dicisztronos mRNS. Ha képzddik réla monocisztronos
ImgA, illetve ImgB MRNS is, ezeknek az expressziés mintazata nem mutat detektalhatd

kilonbséget a dicisztronos MRNS-t61.

8. LmgB fehérje expresszidjanak vizsgalta

A transzlacio altalaban az els6 cisztron AUG start kodonjanal kezdédik, egy
dicisztronos mRNS esetében pedig a méasodik cisztron atirodasa un. belsé riboszoma
kotéhelyeken kezd6dik (Blumenthal, 2011). A Img gén szekvencidjanak in silico
analizisével nem talaltunk ilyen belsé riboszoma-kotéhelyeknek (Internal Ribosome Entry
Site = IRES) megfelelé motivumokat. Azért, hogy megvizsgaljuk vajon mindkét
cisztronrol képzédik-e fehérje, a teljes hosszisagu Img cDNS-t egy olyan Gateway klonozo
vektorba illesztettik, amelynek segitségével a ImgA 5' végére egy hemagglutinin (HA)
nyomjelz6t tettiink megfelelé leolvasasi keretben, a ImgB 3' végét pedig FLAG epitdpot
kédold szekvenciaval lattuk el. Ezt a konstrukcidét Schneider 2 (S2) sejtekbe
transzfektaltuk, majd a transzformansok felszaporitasa utdn teljes fehérjekivonatot
készitettlink, és Western blott analizist végeztiink anti-HA és anti-FLAG monoklonalis
ellenanyagokkal (13. abra). Kontrollként nem transzfektélt sejteket hasznaltunk. Az anti-
HA ellenanyaggal sikertlt kimutatnunk a hemagglutininnel jelolt LmgA fehérje
termel6dését. A HA-LmgA ~20 kDa-os meérettartomanyban futott, a vart 9,9 kDa helyett
(13. &ra B). A HA-LmgA eltérése a prediktalt molekulatomegtdl azzal magyarazhato,
hogy a fehérje esetleges posztszintetikus moédositésai, valamint a hemagglutinin epitdp
szekvencia megvaltoztattdk a LmgA molekulatdmegét.

A prediktalt 37,7 kDa molekulatomegii LmgB fehérje képz6dését azonban nem
tudtuk detektalni a vart mérettartomanyban, csak egy anti-FLAG ellenanyag altal felismert,
mas mérettartomanyban futd aspecifikus fehérjesav jelent meg.

Annak ellenére, hogy a dicisztronos mRNS képzddése kimutathatd az
egyedfejlodés soran, és S2 sejtekben is sikeriilt kifejeztetni, a LmgB fehérje termelddését
nem sikerilt kimutatnunk. Ennek ellenére elképzelhetd, hogy a LmgB termel6dik ugyan,
de mennyisége kimutathatdsag alatti. Végul az sem =z&rhatd6 ki, hogy a LmgB
elektroforetikus mobilitasa kisebb, mint ahogy varnank, és igy esetleg egyutt fut az anti-

FLAG ellenanyag altal nem specifikusan felismert fehérjesavval.
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9. A lemming mutans fenotipus menekitése

Annak eldontésére, hogy vajon a Img funkcid kialakitdsaban mindkét ORF-nek
van-e szerepe, olyan transzgenikus Drosophila vonalakat hoztunk létre, amelyekben az
¢lesztd Gald transzkripcios faktor segitségével termeltetni tudtuk transzgenikus allatokban
a dicisztronos (ImgAB) cDNS-t, illetve csak a ImgA, vagy csak a ImgB ORF-eknek
megfeleld szekvencidkat. Vizsgaltuk, hogy ezeknek a transzgének a kifejezodése képes-e

menekiteni a kiilonb6z6 Img mutansok letalis és mitotikus fenotipusait (6. tablazat).

w8 Eletképes 7/183 1.6+0.2 2.9+0.3 0 0.5+0.1
Img™*® El6bab (P4i) 10/194 5.9+0.5 - 50.7+7.9 1.8+0.5
Img™®; ImgA-pUAST/daGAL4 Eletképes 6/180 1.5+0.2 3+0.6 0 0.5+0.1
Img™®®; ImgA+B-pUAST/daGAL4 | Eletképes 4/100 1.4+0.2 3.1+0.3 0 0.620.2
Img™#; ImgB-pUAST/daGAL4 El6bab (P4i) 5/100 4.9+0.9 - 43.746.2 1.7£0.2

6. tablazat A Img™® muténs letalis és mit6tikus fenotipusanak menekitése.

Prepardtum/Latomezd: A vizsgalt preparatumok és mikroszkop latomezok szdma. A mitdtikus index a
mitdzisban 1év0 sejtek atlagos szamat fejezi ki egy-egy mikroszkop 1atdmezdben. A poliploid % megadja a
diploid kromoszéma-garnitirandl nagyobb kromoszémaszdmmal rendelkezd sejtek szamat adja meg a
mitdtikus sejtek szazalékaban kifejezve. Az apoptotikus index az apoptétikus sejtek szamanak atlagat mutatja
egy mikroszkop latomezdben.

Ha a ImgAB és ImgA konstrukcidkat az allat minden sejtjében kifejeztettik, azok
képesek voltak a Img muténsok letélis és a mitdtikus fenotipusat is menekiteni. A harmadik
stddiumos larvak agya és imagokorongjai a vad tipusu allatokéval megegyez6 méretii és
morfologidjuak voltak, beldliikk életképes és fertilis imagok fejlodtek. Ezzel szemben a
ImgB expresszidjaval nem tudtuk menekiteni a Img mutansok fenotipusat, még szamos
fggetlen ImgB vonal bevonasaval sem, noha a ImgB mRNS képzédését el6zetesen RT-
PCR-rel ellendriztiik.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy Img mutansok fejlédési és mitdtikus
fenotipusénak kialakitaséért kizarolag a ImgA funkcidjanak hianya felelés. Eredményeink

alapjan a ImgB funkcidvesztése nem befolyasolja az életképességet.
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10. LmgA funkciéjénak vizsgalata heterol6g komplementécios kisérlettel

Mivel a prediktalt LmgA fehérje nagyfokd homolégiat mutat mind a huméan, mind
az élesztd APC/C Apcl1 alegységével, kivancsiak voltunk, hogy képes-e atvenni a sarjadz6
¢lesztd Apcll alegységének szerepét, Apcll hianyos élesztésejtekben kifejeztetve. Ehhez
amelynek kifejez6dését egy konstitutivan aktiv alkohol-dehidrogendz promoter
szabalyozza. Ezt a konstrukciot az APC11-myc9 mutans élesztGsejtekbe juttattuk, majd

kovettilk a transzforménsok életképességét permissziv és restriktiv hémérsékleteken (14.

abra).
A B
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14. dbra A ImgA menekiti a sarjadz6 élesztd APC11-myc9 null mutans hdmérséklet érzékeny fenotipusat.

A: W303 kontroll, APC11-myc9 mutans és transzformalt APC11-myc9 mutans sejtek normalis ndvekedést
mutatnak 30°C-on YEPD taptalajon (A: felsd panel) és folyadék kultaraban (A: also panel). 37°C-on csak a
kontroll, és a ImgA-pRS426 expresszios konstrukttal transzformalt APC11-myc9 mutans sejtek voltak
képesek ndvekedni YEPD szilard (B: fels6 panel) és folyadék taptalajban (B: also panel).

Az APCI11-myc9 é¢leszt6sejtek normélis ndvekedést mutatnak 30°C-on, azonban
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37°C-on képtelenek az osztodésra, és rovid id6én beliil elpusztulnak. A kontrollként
hasznélt W303 vad tipust élesztd magasabb hémérsékleten is képes osztdédni. Amikor a
pRS416-ImgA konstrukciot az APC11-myc9 sejtekbe jutattuk, azt tapasztaltuk, hogy az
¢lesztdsejtek visszanyerték novekedési képességiiket restriktiv hdmérsékleten is. Ha az
APC11-myc9 sejtekbe csak az Ures vektort, vagy egy méasik Drosophila APC/C alegységet,
az Apc3/Makost kifejezd6 pRS426-mks konstrukcidt transzformaltuk, akkor nem tudtuk
menekiteni az APCl1-myc9 éleszté mutans héérzékeny fenotipusat. Ezek alapjan
elmondhatd, hogy a LmgA fehérje képes funkcionalisan helyettesiteni az éleszté APCI1

alegységet, és az Apcll funkcidja evollcidsan konzervalodott.

11. LmgA koélcsdnhatasanak vizsgalata az Apc2 alegységgel

Elesztében és human sejtekben kimutattak, hogy az Apcll és Apc2 alegységek
kolcsonhatnak egymassal, és az APC/C Kkatalitikus alkomplexét alkotjak, ezért
megvizsgaltuk, hogy Drosophilaban is hasonldan viselkednek-e (Tang 2001, Tronton
2006). Ehhez a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kimutatasara alkalmas éleszt6 kettds-hibrid
maddszert hasznaltuk. Ezt a kisérletet eredetileg az Apc2/Mr-val kdlcsonhatd fehérjék
azonositasara terveztiik, ezért az Apc2/Mr alegységet kddolod szekvencidt klénoztuk
pBTM116 plazmidba. Ezt az apc2/mr-pBTM116 ,csali” konstrukciot hasznaltuk egy
Drosophila pAct2 embrionalis cDNS konyvtar sztirésére. Kifogtunk egy cDNS klént, ami
erés interakciot mutatott. Ezt a klont Kitisztitottuk és szekvendltattuk. A kapott szekvencia
analizisével kimutattuk, hogy két tandem elhelyezkedési ORF-et kddol, amelyek
megfelelnek a Img génrdl atir6do dicisztronos mRNS szekvencidjanak. Azért, hogy
kolcsonhatashoz, a cDNS ImgA és ImgB-nek megfeleltethetd szakaszait egyenként
klonoztuk pGADA424 vektorba. Ezeket a konstrukciokat az apc2/mr-pBTM116-al egyutt
transzformaltuk L[40 élesztobe, és a transzformansokon elvégeztiik az interakcid
kimutatasara szolgalo p-galaktozidaz tesztet (15. dbra). Amint a 15. dbrén lathatd, csak a
LmgA mutatott interakciot az Apc2-vel. Evvel azonos eredményt kaptunk akkor is, ha a

fehérjék elott megeseréltiik az aktivacios és DNS kotd doméneket.
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15. &bra Eleszt6 kettos-hibrid kisérletben a LmgA kélcsdnhat az APC2/Mr-val.

S. cerevisiae L40 sejteket transzformaltunk apc2-pGAD424 és ImgA-pBTM116 (1), apc2-pBTM116 és
ImgA-pGADA424 (2), apc2-pBTM116 és ImgAB-pACT2 (3), valamint apc2-pBTM116 és ImgB-pGAD424 (4)
konstruktokkal. Az interakciot a kék szinreakciot mutatéd élesztd kolonidk jelezik

Az elobbi kisérletekkel parhozamosan, ¢lesztd kettOs-hibrid sziirést végeztiink a
feltételezett LmgB fehérje kdlcsonhatd partnereinek azonositasara is. A ImgB-pBTM116
konstruktot ,,csaliként” hasznalva azonban nem tudtunk kélcsénhat6 fehérjét azonositani a

Drosophila embriondlis cDNS konyvtar sziirése soran.

12. Az APC/C-vel kolcsonhatd E2 enzimek azonositasa

In vitro kisérletekben kimutattdk, hogy a human Apcll és Apc2 alegységek
kolcsonhatnak az Ubc4/5 és E2-C tipust ubikvitin-konjugal6 enzimekkel (Gmachl, 2000;
Tang, 2001). Ecetmuslicdban eddig egy E2-C tipusu enzim genetikai analizise tortént meg,
amely az UbcH10 homoldgja, és Viharnak neveztek el (Méathé, 2004). A vihar (vih)
mutansokban a mitozisban 1év6 sejtek metafazis-szerti stadiumban vesztegelnek, és Ciklin
B felhalmozddik bennik. Ezen tilmenden, huméan sejtekben kimutattak, hogy az UbcH10
az Ube2S-el egylittmiikodve alakitjak ki a poliubikvitin lancokat (Wu, 2009; Williamson,
2009). Ezért megvizsgéltuk, hogy szekvencia homoldgia alapjan azonosithatd-e Ube2S
homoldg Drosophilaban.

A human Ube2S szekvenciajdval BLAST keresést végeztiink és azt talaltuk, hogy a
CG8188 azonositoval ellatott génrdl képzodd hipotetikus fehérje tobb mint 60%-0S
azonossagot mutatott a human Ube2S E2 enzimmel (16. abra). E nagyfok( hasonldsag

alapjan a CG8188 gént a human Ube2S-t kddold gén Drosophila ortoldgjanak tekintjik és
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a DmUDbe2S elnevezést adtuk neki.

DmCG8188 (1) MSSQYSNVENLSPQTIRQVMRELQEMETTPPEGIKVLINESDVTDIQA (48)
HsUbe2S (1) MN---SNVENLPPHIIRLVYKEVTTLTADPPDGIKVFPNEEDLTDLQV  (45)

* *AhAhkkhkAkhk K= Kk Kk =-Kk- = = Ak =kkKkk=- Kk K-kk=-%

DmCG8188 (49) LIDGPAGTPYAAGIFRVKLTLNKDFPLTPPKAYFLTKIFHPNVAANGE (96)
HsUbe2S (46) TIEGPEGTPYAGGLFRMKLLLGKDFPASPPKGYFLTKIFHPNVGANGE (93)

Kmhkkhk KAkAkAk K=Ak=-kkhk * KAkk =kkkh AAAAAAXAAdxdd *hik

DmCG8188 (97) ICVYNTLKKDWKPDLGIKHILLT IKCLLIVPNPESALNEEAGKMLLERY (144)
HsUbe2S (94) ICVNVLKRDWTAELGIRHVLLT IKCLLIHPNPESALNEEAGRLLLENY (141)

E N **k - **x .- E - * - *hAhkkhhkkik Fhkhkhhkhhkiikikk s E N *
DmCG8188 (145) DDYSQRARMMTEIHAQP------ AKCG-———————————- VGAVGDAK (173)
HsUbe2S (142) EEYAARARLLTEIHGGAGGPSGRAEAGRALASGTEASSTDPGAPGGPG (190)

==k = KAkhkk - -Kkkkk * - * ** *

DmCG8188 (174) DDGGPSTKKHAG-LDKKLQDKKKEKLLKEKKRMLKRL (209)
HsUbe2S (142) GAEGPMAKKHAGERDKKLAAKKK----TDKKRALRRL (222)

*k =kkAhkkk *kkk KXk =kkk K =kk

16. 4bra A CG8188 génrdl képz6dé hipotetikus fehérje tobb mint 60%-0s azonossigot mutatott a human
Ube2S E2 enzimmel. A *-gal jel6lt aminosavak azonosak, a ,,:” jel6lt aminosavak konzervaltak, és a ,,.”
jeldltek hasonloak.

Mivel eddig még nem allt rendelkezésiinkre informacié arrél, hogy a Vihar hogyan
1ép kolcsonhatasba, illetve hogy kotédik-e az APC/C-hez, ezért a feltételezett DmUbe2s-el
egyiitt vizsgaltuk fizikai interakciojat éleszt6 ketts-hibrid rendszerben. A DmUbe2S és
vihar szekvencidjat klonoztuk pBTM116 és pGAD424 éleszté kettds-hibrid analizisre
alkalmas vektorokba, és egyutt transzformaltuk a LmgA és Apc2 fehérjeket kodold
konstruktokkal L40 élesztd sejtekbe. Annak ellenére, hogy az Osszes Iehetséges
kombinécioban vizsgaltuk kélcsdnhatisukat, nem tudtunk interakcidt kimutatni. Az egyik
lehetséges magyardzat erre az lehet, hogy az Apc2 és Apcll alegységek egyutt
sziikségesek az E2 enzimek kotddéséhez egy haromkomponensii interakcidés komplexet
alkotva. Ezen elképzeléslink igazolasara éleszt6 harmas-hibrid rendszerben vizsgaltuk
tovabb az APC/C alegységek és az E2 enzimek kdlcsonhatasat.

Az apc2/mr szekvencidjat egy metioninnal szabalyozhat6 expresszios vektorba, a
pRS416-ba klonoztuk. A vihar teljes kddol6 szekvencidjt, valamint az N-terminalis
talnyalé szekvenciat nem tartalmaz6 vihar-C-termindlis konstrukciokat készitettiink
pGAD424 vektorba. Ezt kovetéen a DmUbe2S gén teljes, valamint az N-terminalis és C-

termindlis szekvencidjat klénoztuk pBTM116 vektorba. Végil az éleszté kettés-hibrid
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kisérletben hasznalt ImgA-pBTM116, az apc2-pRS416, valamint a kiilonb6zé vihar és
DmUbe2S konstruktokat egyiitt transzformaltuk TAT7 éleszt6 sejtekbe.
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17. &bra Elesztd harmas-hibrid kisérletben LmgA és APC2/Mr egyiitt mutat kdlcsdnhatast a Vihar, vagy
DmUbe2S E2 enzimekkel.

S. cerevisiae Tat7 sejteket transzformaltunk ImgA-pBTM116, apc2-pRS416 és pGAD424 (Al); ImgA-
pBTM116, apc2-pRS416 és vihar-pGAD424 (A2); ImgA-pBTM116, apc2-pRS416 és vihar-C-term-
pGAD424 (A3); ImgA-pBTM116, apc2-pRS416 és Dmube2S-pGAD424 (A4); ImgA-pBTM116, apc2-
pRS416 és Dmube2S-N-term-pGAD424 (A5); ImgA-pBTM116, apc2-pRS416 és Dmube2S-C-term-
pGAD424 (A6); ImgA-pBTM116, apc2-pRS416 és ImgB-pGAD42 (A7) konstruktokkal és Pellet X-Gal
madszerrel vizsgaltuk kdlcsonhatasukat (A). A harom sor parhuzamos kisérleteket jeldl.

B: B-galaktozidaz aktivitdss mérése Beta-Glo® modszerrel minimal folyadék kultrdban 1 mM metionin
jelenlétében és metionin nélkiil. A kék szinreakcid (A: 2-4. oszlop) és a megemelkedett lumineszcencia (B: 2-
4.0szlop) a ImgA-Apc2-vihar, a ImgA-Apc2-viharC-term és a ImgA-Apc2-Dmube2S kélcsdnhatasat jelzi.

A transzforménsokon elvégeztilk a szemi-kvantitativ p-galaktozidaz tesztet, és azt
tapasztaltuk, hogy a negativ kontrollként hasznalt ImgA-pBTM116, apc2-pRS416 és az
ures pGAD424 vektort tartalmazd transzforméansok minimal taptalajon is képesek voltak
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lassii novekedesre, és a B-galaktoziddz teszttel is ki tudtunk mutatni egy alacsony szintii
riportergén aktivitast. Azonban, ha a transzformansok a ImgA és apc2 mellett a vihar-teljes,
a vihar-C-terminalis vagy a Dmube2S-teljes konstruktokat hordozték, a riportergén sokkal
intenzivebb aktivitasat tapasztaltuk, ami kolcsonhatasra utalt. Azért, hogy errdl
meggy6z6djink, a B-galaktoziddz aktivitas kvantitativ meghatarozésra alkalmas Pellet X-
Gal és Beta-Glo® mddszerekkel is vizsgaltuk a transzformansokat. Amint azt a 17. bra
szemlélteti, ezekkel a mddszerekkel egyértelmiien ki tudtuk mutatni, hogy az Apc2 és
Apcll egyitt sziikségesek a Vihar, illetve a DmUbe2S kolcsonhatdsahoz. Ezt az is
bizonyitja, hogyha az Apc2 alegységet kivontuk a rendszerbdl ugy, hogy apc2-pRS416
konstrukt expresszidjat metioninnal gatoltuk, akkor a riportergén aktivitasa lecsokkent a

kontrollban kapott alapértekre (17. &bra).

13. Genetikai kdlcsdnhatas vizsgalata az apc2/mr, az apcl1/Img és vihar gének kozott

Az Apc2 és Apcll alegységek fizikai interakcidjdnak vizsgalatat egyméssal és az
E2 enzimekkel genetikai interakcios vizsgalatokkal is kiegészitettiik. Gének, illetve
gentermékeik kozotti funkciondlis kapcsolat tanulméanyozéaséara elfogadott mddszer a
kettdsmutansok eldallitdsa, ¢és a kozottiik 1évé genetikai kolcsonhatds vizsgalata.
Kisérleteinkhez a gének hipomorf alléljeit valasztottuk, hogy a kett6ésmutansok

fenotipusénak esetleges valtozasat konnyebben azonositani tudjuk (7. tiblazat).

Genotipus Letalfazis P re’pe’lratu’[n/ M _|tot|kus M’:A Poliploid Apoptoms
latémezo index arany % index

Img® Farat adult P15(i) 6/135 41+08  45:0.7 19.6£56  1.4+03
me2 Szemiletalls, ndstény 6/174 14401 3,304 0 12403
Img®*24 mr? E16bab P4(ii) 6/106 4,5+0,7 4,4+03 31,8439 1,3+0,4
vihars10%? Farat adult P15(i) 7/196 2,103 3,7+06  4,240,4 0,9+0,3
Img®*, vihar*'%% | Buborékos elébab P3 6/116 6,1+0,6 3,9+0,7 44,3+84 1,8+0,3
mr?; viharSt0%1 Korai L3 larva - - - - -
mr?; vihar¢¢02013 Korai L3 larva - - - - -

7. tablazat A Img®™**, a mr? és a vihar muténsok letdlis és mitdtikus fenotipuséanak kvantitativ
meghatéarozasa.

Preparatum/Latomez6: A vizsgalt preparatumok és mikroszkop latomez6k szama. A mit6tikus index megadja
a mitozisban 1évd sejtek szamat egy-egy mikroszkop latobmezdben. A poliploid % megadja a tébb mint két
kromoszoma garnitiraval rendelkezd sejtek szadmat a mitotikus sejtek szdzalékaban kifejezve. Az apoptotikus
index megmutatja az apoptotikus sejtek szamanak atlagat egy mikroszkép latdmezdben.
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Az Apc2 esetében a mr? szemiletalis és nosténysteril alléljét hasznaltuk, és

03424

rekombinacioval kettdsmutanst allitottunk el6 a Img alléllel. A kettésmutansokat

03424 'mr® homozig6tak az egyszeres

teszteld keresztezéssel ellendriztik. A Img
mutansokhoz képest kordbbi, P4(ii) bab stddiumban pusztultak el. Mit6tikus fenotipusukat
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy szignifikdnsan megemelkedett a poliploid sejtek
szama (7. téblazat).

$110501
h

A Vihar esetében a vi és vink®%2%13 p elem inszercids alléleket hasznaltuk,

melyek RT-PCR vizsgélatok alapjan hipomorfoknak bizonyultak (18. bra). A Img®*?* és
vih egyes mutansok az egyedfejlodés farat adult P15(i) babstadiumaban pusztulnak el (7.
tablazat). Ezzel szemben a Img®*%; vihS"®Mpin C02013 kettgsmutinsok a buborékos
elébab, vagy P3 stadiumban pusztulnak el, és erdsebb mitdtikus fenotipust mutattak.
Jelent6sen megemelkedett a mitdzisban 1év6 (magas MI), valamint poliploid sejtek szdma.
A mr?; vihHO0yjhKe02013 yettgsmutansoknal az elézdeknél drasztikusabb fenotipus-
véltozast tapasztaltunk. A homozigéta allatok korai L3 stddiumban pusztultak el. Mivel
ezeknek az allatoknak nagyon kisméretii az agya, ezért mitotikus preparatumokat nem

tudtunk késziteni, és mitotikus fenotipusukat nem tudtuk meghatérozni.

Ktrl _vih'™"®®  Kirl vin""  Ktrl _vih"**" M (Kb
ks
whar=== B

18. abra A génexpresszié mértékének meghatarozasa RT-PCR-rel a vihar mutansokban.

Ktrl: kontroll; M: molekulasily marker. Felsé sorban a vihar génre specifikus primerekkel kapott PCR
termékek lathatéak. Az alsd sor a bemérési kontrollként hasznalt riboszdmalis fehérjét kodoldé rpL17A génre
specifikus primerekkel kapott PCR termékeket mutatja.

A DmUbe2S gén két P elem inszerciés alléljét, a DmUbe2s%%° ¢s a
DmUbe2S"™™! szereztiik be torzskozpontokbol. Mindkét allél esetében a homozigotak
életképesnek és fertilisnek bizonyultak (8. tablazat). A DmUbe2S gén expresszidjat RT-
PCR-rel ellendriztiik, és mindkét torzsben jelentds csokkenést tapasztaltunk a vad tipushoz
képest (19. abra). Az APC/C alegységek és a DmUbe2S kettésmutansai nem mutattak

fenotipus-valtozast az egyes mutansok kiindulasi fenotipusédhoz képest (8. tablazat).

S7




Eredmények

14. DmUDbe2S null mutans elgallitasa

Humén és Drosophila sejtekben kimutattdk, hogy a K11-kapcsolt poliubikvitin
lancok iniciaciojat az UbcH10/Vihar, mig a lanc hosszabbitasat az Ube2S E2 enzim végzi
(Williamson, 2009). Amennyiben az Ube2S-nek ilyen létfontossagu feladata van, hidnya
szembetlind lehet a sejtre és az organizmusra neézve. Ennek ellenére, a DmUbe2S gén P
elem inszercids alléljei életképesnek bizonyultak (8. tablazat). Azt feltételeztik, hogy a
vizsgalt allélek hipomorf jellegébdl adodoan, a képzddd kevés géntermék is elegendd a gén
funkcidjanak ellatasdhoz, ezért elhataroztuk, hogy null mutanst allitunk el6. A gén 5' vége

elétt 85 bézisparra elhelyezkedd P{GawB}CGS8188" 0" elem remobilizaléséval 400

olyan vonalat hoztunk létre, amelyekben a P elem ugrésa kovetkeztében a white (w+)
szemszin markert elvesztették. Ezeket a fehér szemii allatokat torzsbe allitottuk. A kdzottik
megb0jé delécios mutansokat PCR reakcioval azonositottuk, és szekvenalassal

meghatéroztuk a deléciék pontos méretét. A DmUbe25°"*

jeloltben 910 bé&zispéros delécid
képz6dott, amely eltavolitotta a gén csaknem kétharmadat, beleértve az UBC domént
kédold régiét. A DmUbe2S™2-ben 1409 bazisparos delécid képzédott, amely eltavolitotta a

gén teljes kadold régi6jat, tehat a DmUbe25%2 null allélnek tekintheté (19. dbra).

(Kb) Kirl  ube2S"™"" ube2S"** ube2S°"”

i-l o
5 . = = .

19. abra A génexpresszié mértékének vizsgalata RT-PCR-rel az DmUbe2S mutansokban.

Ktrl: kontroll; M: molekulastily marker. Felsé sorban a DmUbe2S génre specifikus primerekkel kapott PCR
termékek lathatéak a vad tipusban (Ktrl) és a DmUbe2S mutansokban. Bemérési kontrollként a rpL17A
transzkripcio szintet hasznaltuk (alsé sor).

Mindkét DmUbe2S deléciés mutansnak vizsgaltuk az életképességét és mitdtikus

fenotipusét is. A DmUbe25°"" és a DmUbe25%? homozig6ta allatok életképeseknek és
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fertiliseknek bizonyultak. A harmadik stddiumos larvdk agyanak és imé&gokorongjainak
fenotipusukat megvizsgalva nem volt szignifikans eltérés a vadtipusu allatok fenotipusatol
(8. tablazat). A tovébbi kisérletekhez a DmUbe2S®? mutanst hasznaltuk. Kisérleti
eredményeink arra utalnak, hogy a DmUbe2S E2 enzimnek — a huméan Ube2S enzimmel
ellentétben — nincs, vagy elhanyagolhatd szerepe lehet az APC/C-fiiggd poliubikvitin

lancok létrehozésdban normal koriilmények kozott.

15. A DmUbe2S%? genetikai kélcsdnhatast mutat a morula, lemming és vihar génekkel

A DmUbe2S és vihar valamint a morula és lemming gének kozotti kdlcsonhatast
genetikai interakcids kisérletekben is vizsgaltuk. A DmUbe2S? allél felhasznélasaval
DmUbe2s®¥?; mr? és Dmube2s®™?; Img®™***, valamint DmUbe2S¥?; viharsH%%Y
vihar“®9%3  kettdsmutansokat allitottunk el8, és vizsgaltuk fenotipusukat. El8szor
megvizsgaltuk, hogy a kiindulési egyes mutansokhoz képest eltolodik-¢ a kettésmutansok
letalfazisa. Ehhez minden vonalbdl 500-500 L2 stadiumd larvét gytjtottiink és kovettiik
egyedfejlodésiiket (8. tablazat).

Genotipus Letalfazis

DmUbe2561/2 Eletképes

DmUbe2SNP3151 Eletképes

DmUbe2sNP4039 Eletképes

Img03424 Farat adult P15(i)

DmUbe2SNP3151; |mg03424 Farat adult P15(i)

DmUbe2SNP4039; |mg03424 Farat adult P15(i)

viharS110501; yjharkG02013 90% életképes, farat adult P15(i)
DmUbe2561/2; viharS110501/ yjharKG02013 Farat adult P15(i)

Img03424 Farat adult P15(i) (500 larvabél 57,6+4,2%)
DmUbe2561/2: Img03424 Farét adult P15(i) (500 larvabol 33,4:+4,1%)
mr? 30% életképes, néstény steril, farat adult P15(i),
DmUbe2S%"%; mr? Farat adult P15(i)

8. tablazat A DmUbe2S, a DmUbe2S; Img, a DmUbe2S; mr?, valamint DmUbe2S; vihar mutansok
letalfazisanak kvantitativ meghatarozasa.

A mr? homozigotdk 30%-a életképes, a néstények sterilek. A DmUbe2S®V%; mr?

homozigotdk 100%-a elpusztult a kikelés elbtti farat adult P15(i) stadiumban. Mitotikus
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fenotipusukat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a mr® mutans mitétikus indexéhez és
metafazis:anafazis aranyahoz képest a DmUbe2S® ; mr® kettés mutdnsokban kissé
megemelkedik a mitozisban és metafazisban 1év6 sejtek szama (9. tablazat). A mr?
mutansokbdl készitett preparatumokon poliploid sejteket egyaltalan nem talaltunk, ezzel

2

szemben a DmUbe2S®?; mr® homozig6ték mitozisban 1év6 sejtjeinek 2,4+2,2%-a

poliploidnak bizonyult (9. tiblazat).
A Img®*** homozig6tak 57,6+4,2% -a faratadult P15(i) babstadiumban pusztul el,

mig a DmUbe25%"%; Img®*2* homozig6taknak csak 33,4+4,1 % -a jut el eddig a stadiumig

03424 861/2.
b

(8. téblazat). Azonban Img er6s mitotikus fenotipusédhoz viszonyitva a DmUbe2

Img®*#* kettésmutansokban nem tudtunk kimutatni szignifikans kiilonbséget (9. tablazat).

Genotipus Prepa}rétugw/ M?tétikus M,:A Poliploid Apoptézis TL]IkondfenzéIt
Latémez6 index arany % index kromoszéma%o

whe 5/150 1,540,1  3#0,3 0 0,5+0,1 0

Dmube25°*? 5/150 1,540,2 3,1+0,1 0 0,7+0,2 0

mr 6/174 1,4+0,1 3,3+0,4 0 1,1+0,3 0

mr?; DmUbe25%2 8/234 21405 4,6+0,8 24422  1,6+04 0

Img®%2 6/135 41408 45407 19,6456 1,4+0,3 40,4+2,9

DmUbe25%"%; Img®** 5/150 49405 4,1+03 17,947  0,9+0,3 37,1+4,1

Vih 10901/ i KG02013 10/271 2,640,7 2,8+08 7,6+2,9 1+0,3 17,5+0,9

DmUbe25Y2; yihH10%0t/ yjpKeo201s 6/119 85+0,9 6,6+24 6,624  1.6+04 77,1+7,3

9. tablazat Az DmUbe2S%*?, a vihar, és a mr> mutansok, valamint a mr?; DmUbe25%*2, a DmUbe2S%"?;
Img®*?* és a DmUbe2S®"?; vihar kettésmutansok mitétikus fenotipusanak kvantitativ meghatarozésa.
Preparatum/Latomez6: A vizsgalt preparatumok és mikroszkop latomez6k szama. A mitotikus index megadja
a mitozisban 1évo sejtek szamat egy-egy mikroszkop latdmezdben. A poliploid % megadja a tobb mint két
kromoszoéma garnitiraval rendelkezd sejtek szamat a mitotikus sejtek szdzalékaban kifejezve. Az apoptotikus
index megmutatja az apoptotikus sejtek szamanak atlagat egy mikroszkop latomezdben. A tulkondenzalt
kromoszoma % megadja talkondenzalt kromoszomakat tartalmazd sejtek szamat a mitdtikus sejtek
szazalékaban kifejezve.

A vihart%%/ yihark®®?%3  transz-heterozigotdk 90%-a életképes, azonban a
kikelést kovetden azonnal vagy 1-2 napon belll elpusztulnak (8. tdblazat). Ezzel szemben a
DmUbe25%%; vihar®™ %%/ vihar“®®?%*® kettdsmutansok farat adult P15(i) babstadiumban
pusztultak el. Mit6tikus fenotipusukban drasztikus valtozast tapasztaltunk a vihar
transzheterozigdtakhoz képest (9. tablazat). A kettésmutansokban tobb mint hAiromszorosra
emelkedett a mitozisban 1évé sejtek szdma, valamint tobb mint kétszeresére a
metafdzis:anafdzis arany. A vihar mitozisban 1év6 sejtjeinek 17,5+0,9% talkondenzalt
kromoszémat tartalmaz, a DmUbe2S*%; ez az érték a vihar kettdsmutinsokban
77,1+7,3%-ra emelkedett (9. tablazat).
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16. A DmUbe2S muténsok érzeékenyek mitdzist gatld szerekkel szemben

Noha a DmUbe2S funkcié kiesése Drosophilaban nem bizonyult kritikusnak az
APC/C-figgd ubikvitilacios folyamatban, az eldzéekben ismertetett genetikai interakcios
kisérleteink és irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy esetleg az APC/C miikodését
meghatarozd orsd-Osszeszerelési ellendrzési mechanizmusban lehet szerepe. Ennek
tesztelésére DmUbe2S mutansok kolhicin és docetaxel mitétikus gatldszerekkel szembeni
érzékenységét vizsgaltuk. Ezek a szerek a mikrotubulusok normalis miikodését gatolva,
aktivaljak az orso-0sszeszerelési ellen6rzési mechanizmust.

A mitotikus gatlast kivaltd szerekkel torténé kezelést gy végeztiik, hogy a szereket
kiilonbozé koncentracidkban ramértiik az L1 larvakat tartalmazo taptalajra, igy a szer
kozvetleniil érintkezett az allatok testfalaval, és bekeriilt az emésztorendszeriikbe. Két szer,
a docetaxel és kolhicin bizonyult megfelelének a kisérletekhez, ugyanis ezek olddszere, és
a szerek hatasa alacsony koncentraciéban nem bizonyult toxikusnak a vad tipusu allatokra
nézve.

A kolhicinbél vizben oldva torzsoldatot készitettiink, és OuM, 1uM, 5uM, 10uM,
15uM végkoncentricioban alkalmaztuk. Az oldatokat 50-50 vad tipust és DmUbe2S

homozigbta L1 larvat tartalmazé fiola téptalajdra mértik, és kovettik az &llatok

egyedfejlodését.
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20. &bra. A DmUbe2S mutansok érzékenységek kolhicinnel szemben.
Az oszlopok kiilonboz6 végkoncentracioban alkalmazott kolhicin hatasat mutatjak az életképességre. Az
életképes adult % megadja a kezelt allatokbol kifejlédott imagok aranyat.

A vad tipusu &llatokra 1uM kolhicin még nem bizonyult toxikusnak, az allatok t6bb
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mint 90%-a életképes, fertilis imagova fejlodott (20. abra). Ezzel szemben a DmUbe2S
hipomorf és null mutansai kevesebb, mint 50%-ban élték tal a kezelést. 5uM-os
koncentracioban a vad tipusu allatok 70%-a tulél, azonban a DmUbe2S mutansoknal ez az
érték 15% ala csokken, s6t a DmUbe2S®? null mutansra 100%-ban letalisnak bizonyult. A
életképesnek bizonyult, de az DmUbe2S esetében csak a DmUbe2S"™*% hipomorf
mutansok éltek tul, joval kevesebb szamban, mint a vad tipusuak (20. abra).

A docetaxelbdl alkoholban oldva készitettiink torzsoldatot, majd ezt vizben higitva
OuM, 5uM, 10uM, 15uM, 20uM, 25uM végkoncentracioban alkalmaztuk. A docetaxel
kezelés hatdsdra a DmUbe2S a kolhicin kezeléshez hasonld érzékenyseéget mutatott (21.
abra). A vad tipusu allatok az 5uM docetaxel kezelést 80%-ban tulélték, mig az DmUbe2S
mutansoknak csak 10-30%-a. 15uM koncentracional a vad tipusu allatok 25%-a életképes
imagova fejlédott, azonban a DmUbe2S™™%° és DmUbe2S*? muténsokra 100%-ban

letalisnak bizonyult (21. abra).
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21. &bra A DmUbe2S mutansok érzékenységet mutatnak docetaxellel szemben.
Az oszlopok kiilonbdz6 végkoncentracioban alkalmazott docetaxel hatasat mutatjak az életképességre. Az
életképes adult % megadja a kezelt allatokbol kifejlodott imagok ardnyat.

Annak igazolaséra, hogy a mitdtikus szerekkel szembeni érzékenység csak a
DmUbe2S-re jellemz6, a vihar muténst is kezeltiik kolhicinnel és docetaxellel. Ehhez a
viharK1%7720 RNS interferencia vonalat hasznaltuk, amelyben a duplaszald RNS-ek
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képzodését egy altalanos, minden sejttipusban kifejez6d6 daGAL4 driverrel indukaltuk.
Noha a vihar RNS interferencia indukalt allatoknak csak kb. 70%-a életképes, de mind
kolhicin, mind pedig docetaxel kezelésekben a vad tipushoz hasonlé érzékenységet
mutattak (22. dbra).
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22. &bra A vihar”"2% indukélt RNS interferencia vonal a vad tipushoz hasonlé érzékenységet mutat a
mitdtikus gatlast kivalté kolhicinnel és docetaxellel szemben.

Az oszlopok killonbozd végkoncentracioban alkalmazott kolhicin és docetaxel hatasat mutatjak az
életképességre. Az életképes adult % megadja a kezelt allatokbol kifejlédott imagok aranyat.

A fenti kisérleti eredmények bizonyitjak, hogy a DmUbe2S mutansok nagyfokud
érzékenységet mutatnak az orsé-0sszeszerelési ellenérzési mechanizmust aktivald kolhicin
és docetaxel mitdtikus gatloszerekkel szemben. Ez a tény egyben alatdmasztja
feltételezésiinket, hogy a DmUbe2S génnek az ors6-0sszeszerelési ellendrzési
mechanizmusban lehet szerepe Drosophildban. Ebben a tekintetben hasonlé a Drosophila
és human DmUDbe2S fehérjék funkcidja (Garnett, 2009).

17. A mad2 hianya menekiti az DmUbe2S kolhicin érzékenységét

Humaén sejtvonalakon végzett kisérletek azt mutatjak, hogy ha az Ube2S mellett az
orsd-0sszeszerelési ellendrzési pontban szerepet jatsz6 BubR1-et is inaktivaltak, akkor a
mitotikus gatlast kivaltd szerek kimosasat kovetéen megsziint a kordbban az Ube2S
hianyaban tapasztalt mitdtikus géatlds (Garnett, 2009). Ez az eredmény alatdmasztja a

human Ube2S szerepét az orsd-Osszeszerelési ellendrzési  mechanizmusban.
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Megvizsgéltuk, hogy mi térténik a DmUbe2S muténsainkban kolhicin kezelés hataséra, ha
az orsO-Osszeszerelési ellen6rzési mechanizmus inaktivalt allapotban van. Ehhez a mad2
szemiletalis alléljével, a mad25"21%87 _g| és a DmUbe2S®Y%—¢l kettésmutanst allitottunk eld.
A DmUbe25%"%; mad25"#1%8™ homozig6ta larvakat a korabban ismertetett kisérletekben, és

az ezekben hasznalt végkoncentraciokban kolhicinnel kezeltik (23. dbra).
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23. dbra A mad2 menekiti DmUbe2S kolhicinnel szembeni érzékenységét.
Az oszlopok kiilonboz6 végkoncentracidban alkalmazott kolhicin hatasat mutatjak az életképességre. Az
életképes adult % megadja a kezelt allatokbol kifejlédott imagodk aranyat %-ban kifejezve.

Azt tapasztaltuk, hogy mind a mad25#%" mind pedig a DmUbe2S®?
mad2521%87 kettds homozigdtak a vad tipust allatokhoz hasonld érzékenységi fenotipust
mutattak. Még a legnagyobb, 15uM végkoncentracioban alkalmazott kolhicin hataséra is
voltak életképes imagova fejlddott allatok (23. &bra). Kontrollként a DmUbe25%2 muténst
hasznaltuk, amely a korabbi kisérletekben kapott eredményekhez hasonléan, csak a
legkisebb koncentracioban alkalmazott kolhicint élték tdal. Ezen eredmeények alapjan
elmondhatjuk, hogy a Mad2 hidnya képes volt menekiteni a DmUbe2S mitdtikus gatlast
kivalté szerekkel szembeni érzékenységét. Ez az eredmény ugyancsak azt tamasztja ald,
hogy a DmUbe2S génnek az ors6-0sszeszerelési ellenérzési mechanizmusban van szerepe

Drosophilaban.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

Az APC/C a Cullin-RING-finger tipusu ubikvitin-ligazok csaladjaba tartozé6 multi-
alegységes komplex. Kiilonb6z6 szabalyozé fehérjék ubikvitinacidjaval kulcsfontossagi
szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban. Az APC/C-t legaldbb 13 alegység épiti fel,
azonban pontos alegység-osszetétele még nem ismert. Az APC/C szerkezeti modellje
szerint az alegységek strukturdlis és funkcionalis alkomplexekbe rendez6dnek (Thronton,
2006). A szerkezeti vazat alkot6 alegysegekhez szabalyoz6 molekuldk és szubsztrat
fehérjék kapcsolodnak, a Cullin-szerii Apc2 és a RING finger domént tartalmaz6 Apcll
alegységek pedig a katalitikus alkomplexét alkotjak (Modermaier, 2003; Passmore, 2005).
Az Apcll-r6l sarjadzo élesztOben és human sejtekben Kimutattak, hogy E1 és E2 enzimek
jelenlétében képes nem specifikusan célfehérjék ubikvitilalasara, ezért az APC/C minimalis
ubikvitin-ligaz moduljanak tekintik (Tang, 2001).

Dolgozatomban  egy  tobbsejti  modellorganizmusban, a  Drosophila
melanogasterben vizsgaltam az Apcll alegyseg funkcidjat, és kdlcsonhatdsat E2 ubikvitin-
konjugéld enzimekkel. Kimutattuk, hogy az Apcll-et a dicisztronos szerkezetii lemming
gén kodolja, melynek 5' vége feloli ORF-je, a ImgA egy olyan fehérjét kddol, amely
tartalmaz egy RING finger domént, és szekvenciaja tobb mint 80%-0s azonossagot mutat a
humén APC/C Apcll alegységével. A ImgA mutacidi az allatok pusztuldsat okozzak az
egyedfejlodés bab stddiumaban, ami azt mutatja, hogy hasonléan més fajok, valamint a
Drosophila t6bbi APC/C alegységeihez, a LmgA nélkiilozhetetlen az egyedfejlodés soran.
Mivel az Apcll az APC/C katalitikus alkomplexét alkotja, a Img mutacidi az APC/C
funkcidjanak kieséséhez és a sejtciklus hibaihoz vezetnek.

A Img muténsok mit6tikus fenotipusa azt sugallja, hogy a LmgA az APC/C
komplex alegysége. A Img larvalis agypreparatumok mitotikus sejtjeiben megfigyelt
metafazis-szerii gatlas, kromoszoma tilkondenzacié és poliploidia, valamint az apoptotikus
sejtek szamanak megemelkedése nagyon hasonlé a mér koradbban jellemzett apc3/mks,
apc6/cdc16™ és az apc8/cdc23™  Drosophila APC/C alegységek mutansainak
fenotipusdhoz (Deék, 2003; P&l, 2007a).

Azt, hogy a LmgA valoban az APC/C komplex tagja, tovabb erdsiti az
immunfestési kisérleteink eredmeénye, mellyel kimutattuk, hogy a LmgA hianyaban a
metafazis gatlasban 1év6 sejtekben az APC/C legfontosabb szubsztratjainak, a Ciklin A-nak
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és Ciklin B-nek a lebontasa zavart szenved. Mas Drosophila APC/C alegységek esetében
azt tapasztaltuk, hogy mig az Apc6/Cdc16 és Apc8/Cdc23 alegysegek hidnya csak a Ciklin
B lebontésat érinti, addig az Apc3/Mks esetében mindkét mitotikus ciklin felhalmozodik
(Pal, 2007a; Dedk, 2003). A mitdtikus ciklinek szerepet jatszanak a kromoszomak
esetében kimutattdk, hogy gatolta a kromoszomdknak a sejt egyenlitdi sikjaba
rendez6dését, a Ciklin B felhalmozddasa kovetkeztében pedig a kromoszoémak oszcillalo,
pélusiranyl mozgéasat figyelték meg (Elzen és Pines, 2001; Parry és O'Farrell, 2001).
Xenopus sejtextraktumokban kimutattdk, hogy a Ciklin B stabilizalodasa kromoszéma
tulkondenzécidhoz vezet, amelyben Ciklin B/Cdc2-fliggd protein-kindz kaszkad altal
foszforilalt H1 hiszton jatszik szerepet (Kishimoto, 1998). A mit6tikus ciklinek hibas
degradédcidja magyardzhatja a Img mutansokban megfigyelt tulkondenzalddott és
szétszortan elhelyezkedd kromoszomak gyakori eléforduldsat a mitdtikus sejtekben.

A LmgA hidnyaban jelentésen megemelkedett az apoptotikus sejtek szama a
harmadik stddiumos larvak agyszdvetében és imagdkorongjaiban. Ma még nem ismert,
hogy az APC/C funkcidjanak hidnya milyen mechanizmussal vezet apoptézishoz.
Elképzelhet6, hogy a Img muténsokban a mitdzisban rekedt sejtek gyorsan és kdzvetlenil
apoptozisba kezdenek anélkil, hogy visszatérnek interfazisba. Egyre tobb bizonyiték van
arra, hogy a mitozis és az apoptozis folyamatinak k6zds komponensei vannak (King,
1995). Egyes feltétezések szerint az apoptdzis egy alapértelmezett Gtvonal, amelynek
kivédésében a Survivin fehérje jatszik szerepet a mit6zis soran. A Survivin a mitozis elején
a mitotikus orsd mikrotubulusaihoz kotodik, és ha ez a kolcsonhatds valamilyen zavart
szenved, az a Kaszpaz-3 aktivaciojdhoz és apoptozishoz vezet (Ambrosini, 1997; Li,
1998).

Ha a mitotikusan osztddo sejteket kiillonbozé mikrotubulusok muikodését gatlo
szerekkel kezelték, mint pl. paclitaxel, a sejtek megrekedtek metafazishban, majd
kozvetlentl és gyorsan apoptdzisba Iéptek (Woods, 1995). Ezeknek a szereknek a hataséara
aktivalodik az orsé-osszeszerelddési ellenérzési pont, amely gatolja az APC/C funkcidjat,
ezért lehetséges, hogy az APC/C aktivitdsanak hidnya felelés az apoptdzis kialakulasaért
(Sorger, 1997; Cohen-Fix, 1997; Zacharie és Nasmyth, 1999). Ezt tAmasztjak ala sajat
eredményeink is, hisz valamennyi eddig vizsgélt Iétfontossdgit APC/C alegység
funkcidjanak kiesése megndvekedett apoptozist eredményezett.

Jurkat sejtekben kimutattdk, hogy a Fas-induklt apoptozis soran aktivalédnak a
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Cdk-k, mert egy kaszpaz-3-szerli proteaz hasitja a Weel kinazt és az Apc3/Cdc27
alegységet, inaktivalva ezzel az APC/C-t (Zhou, 1998). Szamos irodalmi adat van arra
vonatkozdan, hogy a Cdk-k aktivitasa megemelkedik az apoptdzis soran, ami azt sugallja,
hogy ezek az enzimek az apoptotikus Gtvonal komponensei (Shi, 1994; Meikrantz, 1996;
Yao, 1996). Ezért lehetséges, hogy az APC/C funkcidjanak hidnyaban a mitétikus ciklinek
megemelkedett mennyisége, és Cdk aktivitdsanak elhizodésa vezet apoptdzishoz. Azonban
a mitotikus ciklinek mennyiségének emelkedése 6nmagaban nem elegend6 az apoptozis
beindulasahoz a Survivin fehérje védelmezd funkcidja miatt (Ambrosini, 1997; Li, 1998).
A védelmezd funkcidk hianydban, az anafazis soran megemelkedett Cdk aktivitasra a
sejtek apoptozis indukcidjaval valaszolhatnak. Ha az APC/C-nek is hasonld, védelmez6
szerepe van, és ha ebben valamilyen hiba cslszik, akkor a Survivin és az APC/C
funkcidjanak egyidejii kiesése, és a megemelkedett Cdk aktivitas vezethet apoptdzishoz.

A Img larvélis agypreparatumokban megfigyelt poliploid sejtek feltehetéen olyan
sejtek, amelyek elkerllték az apoptdzist, Ujra megkettézték kromoszomaikat mieldtt
meégegyszer mitdzisba léptek, de a citokinézis nem tortént meg. Néhany sejt képes ezt a
folyamatot t6bbszor is megismételni, amire a prepardtumukon megfigyelt extrém poliploid
sejtek jelenléte utal. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a mitdzisnak van egy olyan
kitntetett szakasza, amely kilontsen érzékeny a LmgA funkcidjanak hianyara, és igy az
APC/C miikodésének kiesésére, ami nagy gyakorisaggal, apoptozis indukcidjdhoz vezet.

A Img génr6l atirodo mRNS-ek vizsgélata alapjan elmondhatjuk, hogy két tandem
elhelyezkedési, eltéré leolvasasi keretben 1évé ORF-et kodol. A gén 5' vége feldli ImgA
cisztron a Drosophila APC/C Apcll alegységét kddolja, a 3' vég feldli ImgB cisztronrol
képzodo feltételezett fehérje funkcidja ismeretlen. Sem szekvencia, sem pedig funkcionalis
hasonlésagot nem taldltunk a ImgA és ImgB cisztron kozott, annak ellenére, hogy a ket
cisztron koOzotti kapcsolat szamos dicisztronos génre jellemz6 (Ben-Shahar, 2007).
Mindkét ORF szekvencidja és elrendezddése evolucidsan konzervalodott a Drosophilidae
csaladban, amely kiterjed a két cisztron kozotti, és 3' nem transzlalodo régidkra is. Ennek
ellenére mi azt tapasztaltuk, hogy a ImgB feltételezett terméke nem létfontossagd, nem
tudtunk benne azonositani ismert fehérje motivumokat, tovabba nem talaltunk kdlcsdnhatd
partnert sem egy Drosophila embrionélis cDNS konyvtar nagy léptékii sziirése soran. Ezen
tilmenden, Drosophila S2 sejtekben sem volt kimutathaté a LmgB fehérje termelddése a
dicisztronos mRNS-rél. A ImgA cisztron az AUG start kodonja mellett tovabbi harom

azonos leolvasasi keretben 1év6 AUG kodont is tartalmaz. A Drosophila stoned és snapin
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dicisztronos gének esetében kimutattdk, hogy a dicisztronos mRNS-ben talalhat6 AUG
eddigi vizsgélataink nem nyujtanak felvilagositast a ImgA és ImgB dicisztronos
elrendez6désének okara, valamint a ImgB funkcidjara sem.

A LmgA funkcidjat egy heterol6g komplementécios kiserlettel vizsgéltuk tgy, hogy
a Drosophila Apc11-et kddol6 ImgA-t kifejeztettiik hasado éleszté Apcll-myc9 mutdnsban.
A LmgA képes volt menekiteni az Apcll-myc9 mutans héérzékeny fenotipuséat, amit a
transzgenikus ¢élesztésejtek vad tipushoz hasonld novekedése bizonyitott restriktiv
homérsékleten. Ez az eredmény azt tamasztja ala, hogy a LmgA az Apcll alegység
Drosophila ortoldgja.

Az APC/C aktivitasahoz E2 enzimek mikodése is sziikséges. In vitro kKimutattak,
hogy az Ubc4/5 és az E2-C tipusii E2 enzimek kotédnek az APC/C-hez, vagy az Apc2,
vagy az Apcll alegységhez (Gmachl, 2000; Yu, 1996; Tang, 2001; Summers, 2008;
Vodermaier, 2003). Hasado élesztdben €s ecetmuslicaban végzett genetikai vizsgalatok
alapjan azonban ugy tiinik, hogy inkabb az E2-C tipusu E2 enzimek miikddnek egyiitt az
APC/C-vel. Hasado élesztében az UbcP4/Ubcll esszencialisnak bizonyult. Hidnyaban a
sejtciklus metafazis stddiumban megrekedt, nem tortént meg a lednykromatidak szétvalasa,
és felhalmozddott a Cdcl3 mitotikus ciklin. Az UbcP4/Ubcll taltermelése pedig képes
volt menekiteni a cut9/apc6é mutans héérzékeny fenotipusat (Osaka, 1997). Drosophilaban
az E2 enzimet kodolé vihar gén mutansai az ubcP4/ubcll mutanshoz hasonlé fenotipust
mutattak. A Vihar hidnydban a sejtek metafazis-szerti allapotban megrekedtek, és nem
tortént meg a Ciklin B lebontasa, tovabba a Vihar funkcidja szlikségesnek bizonyult az
APC/C miikodéséhez (Mathé, 2004).

Az eddigi vizsgalatokbol ugy tiint, hogy vagy az Apc2 vagy az Apcll koti az E2
enzimeket (Tang, 2001; Summers, 2008; Gmachl , 2000; Chang, 2004). Eredményeink
alapjan Drosophilaban ett6l eltéré kolcsonhatas valosul meg, amelynek Iényege, hogy
mindkét alegység egyiittes jelenléte sziikséges az E2 enzimek kotddéséhez. Eleszto kettds-
és harmas-hibrid modszerekkel fizikai interakciot mutattunk ki a LmgA és az Apc2/Mr
kozott, és ennek a két APC/C alegységnek kdlcsonhatasa sziikséges a Vihar és a DmUbe2S
E2 enzimek kotédéséhez. Ezt a fizikai kolesonhatast genetikai interakcios Kisérletekkel is
megerdsitettik. A ImgA szinergisztikus genetikai kolcsonhatast mutatott az apc2/mr
alegységgel, és az E2 enzimet kddol6 viharral. Ez a gének funkcionalis kapcsolatara utal,

és arra, hogy a LmgA valoban az APC/C komplex része. Elesztdben és human sejtekben
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ezek a feherjék az APC/C katalitikus moduljat alkotjak, ebben a munkénkban az Apc2 és
az Apcll alegyseg fizikai kapcsolatat Drosophilaban is igazoltuk.

Az E2-C tipust enzimek abban kiilonbdznek az Ubc4/5 tipust enzimektdl, hogy N-
terminalis résziikon egy Kkiterjedt, erésen konzervalt aminosav-szekvenciat tartalmaznak.
Ennek szerepér6l még keveset tudunk. Az Ubc12 E2 esetében leirtak, hogy az N-terminalis
része sziikséges a NEDDS E1 enzimmel torténd optimalis kolcsonhatdsdhoz (Huang,
2004). Humén sejtkivonatokbdl in vitro kimutattak, hogy az APC/C-vel elsdsorban az E2-
C tipustt UbcH10 miikodik egyiitt, az Ubc4/5 tipustt UbcHS pedig csak akkor vett részt az
APC/C funkcidjaban, ha az ubikvitin nagy feleslegben volt jelen. Az UbcH10 konzervalt
funkcidjat szabdlyozza, fokozza az aktivitdsat, az ubikvitinacid hatékonysagat és
szelektivitasat. Ez alapjan feléllitottak egy modellt, mely szerint, az UbcH10 katalitikus
magja kapcsolodik az Apc2 és Apcll altal alkotott alkomplexhez, ezutdn az N-terminalis
vége az Apc2-hoz kotédik, létrehozva egy reakcidfelszint a szubsztratok optimalis
bekotddéséhez. E modell szerint az Apc2 és az UbcH10 N-termindlis vége egy olyan
»csatornat” hoz létre, amelyen keresztiil képes egyiittmiikodni a D-box receptorral, és
biztositja a szubsztratok megfeleld elhelyezkedését (Summers, 2008). Az élesztd harmas-
hibrid kisérleteinkben kapott adataink alapjan, Drosophildban az E2-C tipusu E2 enzimek
APC/C-vel valé kélcsonhatasahoz az Apc2 es Apcll alegységek egylittesen szliksegesek.
Ehhez az interakciohoz elégséges volt a Vihar fehérje C-termindlis vége, azonban a
DmUbe2S esetében a teljes hosszlsagu polipeptidre sziikség volt.

A lizin 48 (K48) oldallanccal kapcsolddo poliubikvitin lancok ko6tédése a
célfehérjékhez degradacios jelként szolgdl, amelyeket felismer és lebont a 26S
proteaszdma (Pickart, 2004). Nemrégiben kimutattak, hogy egy mésik kotéstipus is, a lizin
11 (K11) oldallanccal kapcsol6dd poliubikvitinek, valamint K63, K48 és K11 kotéseket
keverve tartalmazd rovid ubikvitin lancok is degradécios jelként szolgalnak (Jin, 2008;
Kirkpatrick, 2006).

Humén és Drosophila sejtekben in vitro kimutattak, hogy a K11-kapcsolt
poliubikvitin lanc kialakitdsahoz két E2 enzim is sziikséges. A lanc iniciacidjat az UbcH10
vagy az UbcH5, mig a l&nc hosszabbitasat az Ube2S végzi (Wu, 2010; Williamson, 2009).,
Ha az Ube2S expresszidjat RNS interferencidval csendesitették Drosophila S2 sejtekben,
akkor a sejtek hosszabb id6t toltottek metéfazisban, és nem tortent meg a Ciklin B

lebontésa. Ezeknek az irodalmi adatoknak ellentmondanak a Hela sejtekben és a Xenopus
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sejtkivonatokban kapott kisérleti eredmények. HelLa sejtekben az Ube2S nem bizonyult
létfontossaglinak a mit6zis folyaméan (Garnett, 2009). Azonban ha mitotikus gatlast kivaltd
szerekkel kezelték a sejteket, az Ube2S hianyaban a sejtek megrekedtek metafézisban,
valamint nem tortént meg az APC/C legfontosabb szubsztratjainak ubikvitinacidja
(Garnett, 2009). Xenopus sejtkivonatokban azt talaltdk, hogy az Ube2S hidnya nem
befolyasolta a Ciklin B lebontasat. Az Ube2S jelenléte akkor valt fontossa, amikor
csokkent a Ciklin B szabad lizin oldalldncainak szama (Dimova, 2012). Drosophila S2
sejtekben a DmUbe2S hidnyaban a sejtek a metafazis stadiumaban hosszabb id6t téltenek a
vadtipusnal, a mit6tikus index gyenge emelkedest és a Ciklin B felhalmozodasat is
tapasztaltadk (Williamson, 2009). A DmUbe2S hipomorf allélek, és az altalunk eléallitott
null muténsok életképeseknek és fertiliseknek bizonyultak, mit6tikus fenotipust nem
mutattak. Ezek alapjan, a DmUbe2S nem létfontossagu normaélis koriilmények kozott az
intakt organizmus szamara. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy Drosophilaban normalis
koriilmények kozott nem jelentds, vagy nincs szilkség a DmUbe2S lanchosszabbito
funkciojara. Ugy tiinik, hogy a poliubikvitin lanc 1étrehozasat egyediil a Vihar E2 enzim
végzi. A DmUbe2S csak olyan korilmeények kozott valt nélkiilozhetetlenné, amikor
mit6tikus gatlast okoztunk ugy, hogy az allatokat a mikrotubulusok stabilizacidjat kivaltd
szerekkel kezeltik. A mitotikus gatlast kivaltd szerekkel szembeni fokozott érzékenység
csak a DmUbe2S-re jellemz0, és azzal magyarazhat6, hogy DmUbe2S hidnyéaban a sejtek
nem tudnak Kiszabadulni az ors6-0sszeszerelési ellendrzési pont altal okozott gatlas alol,
ami végul az allatok pusztuldsahoz vezet. Ez a fenotipus nagyon hasonlé az Ube2S hianyos
humén sejtekben tapasztaltakhoz, amikor mikrotubulusok depolimeriz&ciojat gatld
taxolokkal kezelték 6ket. Ube2S hidnyaban, a szerek kimosasat kovetden, a sejteknek
sokkal tobb iddre volt sziikségiik, hogy kiszabaduljanak a gatlads alol (Garnett, 2009).
Tovabba azt is megfigyelték, hogy ezekben a sejtekben nem tortént meg a Ciklin B
lebont4sa. Garnett és munkatarsai azt feltételezik, hogy az Ube2S inaktivalja az orso-
Osszeszerelési ellendrzési pontot. Megfigyelték, hogy ha az ube2S-t és az orso-
Osszeszerelési ellendrzési pontban szerepet jatszo bubR1-et egyszerre inaktivaltak, akkor
megsziint az ube2S mitotikus gatlast kivalto szerekre vald érzékenysége: a szerek
kimosasat kovetden, a sejtek kiszabadultak a gatlas alol. Hasonlo jelenséget tapasztaltunk

2EY21687L 1 ettdsmutansokat  kezeltiink

Drosophildban is, amikor Dmube2S®*?; mad
kolhicinnel. Ezekben a kettésmutansokban a DmUbe2S mellett hidnyzik az orso-

Osszeszerelési ellendrzési pontban résztvevé Mad2 fehérje is. Ismert, hogy ha a
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mikrotubulosok nem megfeleléen kapcsolodtak a kinetokérhoz, a Mad2 kotédik a Cdc20-
hoz, és igy inaktivalja az APC/C-t, gatolja a szekurin és a M ciklinek lebontésat
(Musacchio, 2007). Mad2 hidnyéaban inaktivalodik az ors6-osszeszerelési ellenérzési pont,
amely képes menekiteni a Dmube2S mitétikus gatlast okoz6 szerekkel szembeni
érzékenységét. Ezek alapjdn elmondhatjuk, hogy a humén sejtekhez hasonldan
Drosophildban sem létfontossdgl az Ube2S, funkcidjanak kiesése nem okoz mitotikus
fenotipust. Ugy gondoljuk, hogy Drosophilaban a DmUbe2S szerepe akkor valik
esszencialissd, ha a sejteket valamilyen mitotikus stressz éri.

A DmUbe2S és APC/C kolcsonhatasat biokémiai adatok mellett genetikai
kolcsonhatasuk is bizonyitja Drosophildban. A Dmube2S és a Img, valamint az Apc2-t
kddolé mr kettdsmutansok fenotipusat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a kett6ésmutansok

korabbi stadiumokban pusztulnak el, mint a mr? és Img®***

mutansokra jellemz6 letalfazis.
A Dmube25?; mr? kettdsmutansok larvalis agypreparatumaiban azt is megfigyeltiik, hogy
megemelkedett a metafazisban megrekedt sejtek és a poliploid sejtek szama a mr?
mutdnshoz képest. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a DmUbe2S Drosophildban is
szorosan egyiittmiikodik az APC/C-vel. Ha az APC/C-vel kdlcsonhaté mindkét E2 enzimet
kiejtettik, az végzetes kovetkezméenyekkel jart. A Dmube2S; vihar kettésmutansok a vihar
homozigotakhoz képest er6sebb mitdtikus fenotipust mutattak, és a két E2 hianya korabbi
letalitdst eredményezett. Eredményeink alapjan a DmUbe2S és a Vihar E2 enzimek
egyiittmiikédnek az APC/C-vel Drosophilaban, de valdsziniileg nem egyiitt vesznek reszt a
célfehérjék ubikvitildlasdban. A DmUbe2S enzimnek szerepe lehet az ors6-osszeszerelési
ellen6rzési  mechanizmusban, taldan annak inaktivalasdban, de ennek pontos

meghatarozdsahoz meg tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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A sejtosztddasok sordn a kromoszémak szétvalasat, valamint a mit6zisbol valo
kilépést egy ubikvitin-figgéd fehérjelebonté mechanizmus szabéalyozza. Ez a folyamat ket
1épésbol, egy jelold és egy lebontd 1épésbol all. Az elso, jelolési 1épésben egy enzim-
kaszkad ubikvitin lancot kapcsol a célfehérjékhez, majd az igy megjeldlt fehérjéket
felismeri, és lebontja a sejtek fehérjelebontd szerve, a proteaszoma. A jelolé folyamat
foszerepléje egy ubikvitin-ligaz komplex, az APC/C (anaphase promoting
complex/cyclosome), amely alkalmas fellletet biztosit az ubikvitilaciés reakcié szamara,
és meghatarozza ennek szubsztrat-specificitasat is.

Az APC/C egy nagyméretli, mintegy 1.5 MDa-0s fehérjekomplex, amelynek eddig
12-13 alegységét azonositottadk kiilonbozd fajokban. Az egyes alegységek homologjai
altalaban nagymértékii szekvencia és topologiai hasonlosdgot mutatnak, ami evoliicios
konzervaltsagot bizonyit. Annak ellenére, hogy ismerjitk az APC/C alapvetd szerepét és
szabalyozasanak fobb elemeit, még szdmos kérdés megvalaszolatlan mind felépitésével,
mind pedig miikkddésével kapcsolatosan. Csoportunkban az APC/C alegységeit kodold
gének P elem inszercidos muténsait, és alegység-specifikus transzgenikus RNS-interferencia
vonalakat vizsgalunk Drosophila modell organizmuson. Ezek részletes fenotipus
analizisével igyeksziink megismerni az alegységek funkcidjat, valamint 0j ismereteket
szerezni az APC/C felépitésérdl és mikodésérol is. Ebbe az atfogd projektbe illeszkedik a
dolgozatomban ismertetett munka, amelyben az Apcll alegyseget kodolé lemming (Img)
gént azonositottuk és jellemeztiik genetikai, citologiai és molekularis bioldgiai
maddszerekkel.

Munkénk a 1(2)03424 P elem inszercios mutans azonositasaval kezd6dott, amely
farat adult letalis fenotipust, valamint szem-, szarny- és sortefejlédési rendellenességeket
mutatott. Im&gokorongjainak akridin narancs festésével az apoptotikus sejtek szaménak
jelentés megemelkedését tapasztaltuk, ezert az inszercid altal érintett gént lemmingnek

neveztiik el. Ezt tovabbi, az eredeti alléllel nem komplementald, hipomorf (ImgE"™*Y és

J023 138

Img™°) és null (Img™") allélek azonositésa és jellemzése kdvette, melyek kisérletesen jol

vizsgalhatd allélsort alkottak. A kiilonb6z6 erésségii allélek kozos tulajdonsaga a mitdtikus

génekre jellemzo késdi letdlis fenotipus volt. A P elem inszercios allélek (Img03424 és

EY11317
g9

Im ) esetében a P elem remobilizécidja gyakran eredményezte a mutans
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fenotipusjegyek reverzidjat vad tipusiva, ami arra utalt, hogy ezek az inszerciok
kozvetlentil felelések a mutans fenotipus kialakulasaért.

Orceinnel festett larvalis neuroblaszt prepardtumok citoldgiai vizsgalata
szembetlind mitotikus rendellenesseégeket téart fel valamennyi allél esetében. A mit6zisban
1évo sejtek szama (mitdtikus index) sokkal magasabb volt, mint a vad tipusban, és ezeknek
a sejteknek a tobbsége prometa- és metafazisban volt. A prometa- és metafazisos sejtek
kromoszémai erdsen tilkondenzalddtak, és a ritka anafazisban 1év6 sejtek kromoszomai is
rendellenesen viselkedtek. Ugyancsak magas volt a poliploid sejtek szdma, amelyek pedig
gyakorlatilag nem figyelheték meg vad tipust preparatumokon, és ezek kromoszomai is
tilkondenzalddottak voltak. Osszességében, a Img mutansok felsorolt mit6tikus
fenotipusjegyei a sejtosztodas prometa-, vagy metafazisos gatlasara utaltak.

A Img gén Kklénozésat a P elem inszerciokkal szomszédos DNS szekvencidk
plazmid-menekitésével végeztikk. Ezt kovetéen a plazmid-menekitési fragmentek
szekvencia analizisével, majd pedig a genomikus és cDNS szekvencidk dsszevetésével
hataroztuk meg a Img lokusz felépitését. Ezekbdl kideriilt, hogy a Img gén nem tartalmaz
intronokat, és egy 2 kb méreti mRNS-t kodol, amely ket nyitott leolvasasi keretet, vagy
ORF-t (Open Reading Frame) tartalmaz, azaz dicisztronos. Az 5’-végi ORF1-et ImgA-nak,
a 3’-végi ORF2-t pedig ImgB-nek neveztik el. A ImgA egy rovid, 85 aminosavbol allo
polipeptidet kodol, amely tobb mint 80%-0s szekvencia-azonossagot mutat a human
Apcll-el, és tartalmaz egy tokéletesen konzervélddott RING finger domént, amely
valamennyi ismert Apcll alegységben megtaldlhat6. A ImgA ORF egyediili expresszija
képes volt menekiteni a Img™® null mutansok letalis, morfol4giai és mit6tikus fenotipusat.
A ImgB ORF egy 365 aminosavbdl allo feltételezett feherjét kodol, amelyben nem
ismerhetdk fel konzervalt domének. Noha ez a szekvencia jelentds konzervaltsagot mutat a
Drosophilidae csalddon belul, a LmgB-vel homoldg szekvenciakat nem taldltunk mas
rendszertani egységekben.

A Drosophila valamennyi egyedfejlodési stadiumaban vizsgaltuk a Img lokusz
expresszidjat. Kiserleti adataink szerint a dicisztronos mRNS a lokusz f6 transzkripcios
terméke, bar nem zéarhat6 ki, hogy emellett monocisztronos mRNS-ek is képzédnek. Ez
utobbiak képzodése esetén aranyuk és expresszios mintazatuk nem térhet el észrevehetéen
a dicisztronos mRNS-t6él. Ezen tilmenden, nem tudtuk kimutatni a ImgB ORF hatékony

V4

ORF transzkripcidja és a LmgA fehérje képzddése detektalhatd volt.
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Az APC/C jol ismert szubsztratjai a mitotikus ciklinek, melyek a metafazis-anafazis
atmenet elott, vagy ennek soran bomlanak le, és igy megteremtddik a feltétel a mitdzisbol
valé kilépésre. A létfontossdgl APC/C alegységek funkcidjanak kiesése egyltt jar a
mitotikus ciklinek stabilizaciojaval és sejten beluli felhalmoz6dasival. Neuroblaszt
preparatumok immunhisztokémiai festésével kimutattuk, hogy a Img mutansok mitézisban
megrekedt sejtjeiben ugyancsak felhalmozédik mind a Ciklin A, mind pedig a Ciklin B. Ez
az eredmény azt mutatja, hogy a Lmg fehérjének szerepe van a mitétikus ciklinek
lebontéséban.

A human Apcll alegységgel mutatott jelentGs szekvencia-hasonldsag, valamint az
emlitett fenotipusjegyek alapjan valoszintisitheté, hogy a ImgA ORF ennek az alegységnek
egy evoluciésan konzervalt Drosophila valtozatat kodolja. Ezt igazolta a heteroldg
komplementacids kisérletiink, amelyben a ImgA ORF képes volt menekiteni a sarjadzd
éleszté (Saccharomyces cerevisiae) Apcll mutans sejtjeinek héérzékeny letalis fenotipusat.
A LmgA fehérje tehat funkcionalis ortolégja az Apcll alegységnek.

Eleszté és human APC/C vizsgalatokbol ismert, hogy az Apcll alegység az Apc2
alegységhez kapcsolodik, és egyutt alkotjak a teljes komplex katalitikus alkomplexét. Az
eddigi irodalmi adatok azt sugalltdk, hogy az E2 ubikvitin-konjugélé enzimek vagy az
Apc2, vagy pedig az Apcll alegységhez kapcsolodtak. Elesztd kettds-hibrid kisérletekben
kimutattuk a Drosophila LmgA/Apcll alegység kapcsolodésat az Apc2/Mr alegységhez.
Azonban meglepetésiinkre, hasonld kisérletekkel nem sikeriilt kimutatnunk a Vihar E2
enzim kolcsOnhatdsat sem a Apcll/LmgA, sem pedig a Apc2/Mr alegységgel.
Kdlcsonhatast csak olyan koriilmények kozott tudtunk kimutatni, ha mindhdrom fehérje
jelen volt a sejtekben. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a Vihar E2 enzim
kapcsolodésahoz a Apcll/LmgA és az Apc2/Mr alegységek egyuttesen alakitanak ki
feliiletet, tehat egy haromkomponensti komplex képzodik.

Ugyancsak a Apcll/LmgA és a Apc2/Mr alegységek egyuttesen kialakitott
fellletéhez kapcsolodik a CG8188 gén terméke is, amely tobb mint 60%-0s azonossagot
mutat a humén Ube2S ubikvitin-konjugald enzimmel, igy elképzelhetd, hogy a két E2
enzim ugyanazon kot6helyért versenyez. Human sejtekben kimutattak, hogy K11-kapcsolt
poliubikvitin l&ncok kialakitdsahoz két E2 enzim is sziikséges. Az UbcH10 vagy az UbcH5
végzi a lanc inicidlasat, az Ube2S pedig a lanc hosszabbitésat. Vizsgalataink soran azt
tapasztaltuk, hogy a Dmube2S gén hipomorf és null alléljei is életképesek és nem
mutatnak mit6tikus fenotipust. Kisérleti eredményeink tehdt arra utalnak, hogy
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Drosophildban normal korilmények kozott elhanyagolhatd, vagy nincs szikség a
DmUbe2S E2 aktivitdsara. Noha a DmUbe2S mutdnsok nem mutattak mitotikus
rendellenségeket, azonban mitétikus gatlast okozo szerekkel torténé kezelésre fokozott
érzékenységgel reagaltak. Ez a fenotipus menekithetd volt, ha Mad2 hidnyaban
inaktivaltuk az orsd-osszeszerelési ellendrzési pontot. Ezek a fenotipusjegyek jo egyezést
mutatnak a human sejtekben kapott eredményekkel, ahol feltételezik, hogy az Ube2S — E2
ubikvitin-konjugal6 aktivitasa mellett — részt vesz orso-0sszeszerelési ellenérzési pont
inaktivalasaban is.

Eredményeimet dsszefoglalva elmondhatd, hogy a lemming lokusz egy dicisztronos
gént tartalmaz Drosophilaban. Ennek els6 ORF-je, a ImgA kddolja az APC/C ubikvitin
lighz Apcll alegységét. A ImgA genetikai interakcidja az apc2/mr, vihar és DmUbe2S
génekkel, valamint termékeik — Apcll-Apc2-Vihar/Dmube2S - fizikai kdlcsonhatasa arra
utal, hogy az altaluk alkotott hdromkomponensii komplex ugyanazt a katalitikus moduljat
reprezentalja a Drosophila APC/C-nek, amit az éleszté és emlds sejtekben azonositottak
biokémiai mddszerekkel. Munk&nk soran azonositottuk a humén Ube2S ubikvitin-
konjugélé enzim Drosophila ortologjat kodold gént is, és kimutattuk, hogy a DmUbe2S
APC/C-fiigg6 E2 aktivitidsa elhanyagolhatd ebben az organizmusban, azonban funkcidja

nélkulozhetetlen az orsd-6sszeszerelési ellendrzési mechanizmus mikodéséhez.
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SUMMARY

Crucial cell cycle events, such as chromosome separation and exit from mitosis are
regulated by the ubiquitin-dependent protein degradation system. This process consists of
two distinct steps. First, target proteins are marked with polyubiquitin chains by an enzyme
cascade, and then the marked proteins are recognized and degraded by the 26S proteasome.
An ubiquitin ligase, the anaphase promoting complex/cyclosome or APC/C plays a keyrole
in this process. The APC/C provides the platform for the ubiquitilylation reaction and
determines substrate specificity as well.

The APC/C is a large, 1.5 MDa protein complex, that contains at least 12 or 13
subunits. The sequence and topology of these subunits appear to be evolutionary
conserved. Though we know the general function and its basic regulatory mechanism,
there are still many unanswered questions about the structure and role of the APC/C. In our
group, we characterized P element insertion mutants coding for different APC/C subunits,
and transgenic RNAI lines specifically silencing different APC/C subunits of the model
organism, Drosophila melanogaster. We undertook detailed analyses of their phenotypes to
understand the role of these APC/C subunits, and to gain further information about the
structure and function of the APC/C. In my Ph.D thesis | describe the identification and
genetic, cytological and molecular biological characterization of the lemming gene that
codes for the Apc11 subunit.

Our work was started with the identification of the 1(2)03424 P element insertion
mutant, which showed pharate adult lethality and had reduced eyes, wings and bristle
defects. Imaginal discs stained with acridine orange showed elevated level of apoptosis,

therefore we renamed the affected gene as lemming. In addition to this, we have isolated

EY11317 Jo23 138)

and characterized non-complementing hypomorph (Img and Img™*") and null (Img

alleles that together form an allelic series. The common feature of the different alleles is

EY11317

their late lethality. Remobilization of the P element in the insertion lines (Img and

J023

Img™=°) frequently caused reversion of the mutant phenotype to wild type, suggesting that
these insertions were indeed directly responsible for the mutant phenotype.

Cytological analysis of orcein stained larval neuroblast preparations revealed
obvious mitotic abnormalities in all mutant alleles. The proportions of cells in mitosis were

much higher (mitotic index) in mutant preparations than in wild types, and most of these
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cells were in prometa- or metaphase-like stage. Cells in prometaphase or metaphase had
highly condensed chromosomes, and cell in anaphase were rare but most of them had
abnormal chromosomes. In addition to this, polyploid cells were frequently observed in
mutant preparations, though such cells could never be seen in wild type preparations. Most
of the polyploid cells had overcondensed chromosomes. All of the mitotic phenotypes
listed above suggest that in Img mutants the cell cycle is delayed or arrested in prometa- or
metaphase-like stage.

The Img gene was cloned by plasmid rescue of the genomic DNA flanking the P
element insertions. This was followed by sequence analyses of plasmid rescue fragments, and

comparative analyses of genomic and cDNA sequences were used to determine the structure of

the Img locus. It turned out that the Img gene is intronless and codes for a ~2 kb mRNA which

contains two open reading frames (ORF), thus it is dicistronic. The 5' ORF was designated as
ImgA, and the 3' ORF as ImgB. The ImgA encodes a small, putative polypeptide of 85 amino
acids (~ 10 kDa), which shows more than 80% sequence similarity with the APC11 subunit of
the human APC/C, and contains a RING finger motif characteristic to known APC11 subunits.
The expression of ImgA alone was sufficient to fully rescue the lethal, morphological and
mitotic phenotypes of Img**® null mutant. The ImgB ORF codes for a putative polypeptide of
365 amino acids, with apparently no known functional domains. Although the LmgB protein
sequence is conserved in Drosophilidae, homologous sequences could not be found in other
species.

We have analyzed the expression pattern of Img locus in different developmental stages
of Drosophila. According to our results, the dicistronic message could be the main product of
Img transcription, however it could not be excluded that monocistronic mMRNAs might be
produced. If monocistronic messages were present, their ratio and expression profile, did not
differ significantly from that of the dicistronic message. Beyond that, we could not detect
efficient translation of LmgB in S2 cells in such circumstances where the transcription of the
ImgA and the presence of LmgA could be detected.

The well-known substrates of the APC/C, the mitotic cyclins are degraded before or
during the metaphase-anaphase transition, thereby permitting mitotic exit. Loss of the essential
APC/C subunits causes stabilization and accumulation of the mitotic cyclins within cells. Our
immunostaining experiments in Img mutant neuroblasts showed that cells arrested in mitosis
accumulate both Cyclin A and Cyclin B. These results show that the Lmg protein has a role in
of mitotic cyclin degradation.

The high sequence similarity to the human Apcll, and the phenotypes mentioned
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above suggest that the ImgA codes for this evolutionary conserved subunit in Drosophila. This
is further supported by our heterologous complementation experiments, in which ImgA was
able to complement the thermosensitive lethal phenotype of budding yeast (Saccharomyces
cerevisiae) Apcll-deficient cells. Accordingly, the LmgA protein in fruit flies is the functional
orthologue of the Apcl1 subunit.

It is known that in yeast and human cells the Apc2 subunit binds to Apcll, and they
together form the catalytic sub-complex of the APC/C. Likewise, some data suggest the E2
ubiquitin-conjugating enzymes interact with either the Apc2 or the Apcll subunits. We have
demonstrated in yeast two-hybrid experiments, that the Drosophila LmgA/Apcll subunit
interacted with the Apc2/Mr subunit. Surprisingly, in similar experiments we could not detect
any interaction between the Vihar E2 enzyme and either LmgA/Apcll or Apc2/Mr subunits.
However, we could observe interaction if all three proteins were present in the cells. This result
suggests that LmgA/Apcll and the Apc2/Mr together form a platform for Vihar binding, so
they constitute a ternary complex.

We have also demonstrated that similarly to Vihar, the LmgA/Apcll and Apc2/Mr
subunits form together a binding site for the product of the CG8188 gene; therefore it is
possible that this protein and Vihar compete for the same binding site. This protein shows more
than 60% similarity to the human Ube2S E2 ubiquitin-conjugating enzyme, and considered to
be the homologous enzyme in Drosophila (DmUbe2S). It was shown recently that the lysine
K11-linked ubiquitin chains are assembled by two E2 enzymes in human cells. Ube2S
elongates ubiquitin chains after the substrates become pre-ubigitinated by UbcH10 or UbcH5-
type E2 enzymes. We found out that hypomorph and null alleles of the DmUbe2S gene are
viable, and do not show any mitotic phenotypes, suggesting that the DmUbe2S enzyme either
has no E2 activity or it is negligible during normal development. However, the DmUbe2S
mutants showed hypersensitivity to chemicals activating the spindle-assembly checkpoint, such
as colchicine or docetaxel and this phenotype could be rescued in mad2 mutants with
inactivated spindle-assembly checkpoint. This feature of the DmUbe2S mutants is similar to
the behavior of human cells lacking Ube2S function and supports the idea that Ube2S is
important for silencing the spindle-assembly checkpoint.

Taken all my results together, one can conclude that the lemming locus codes for a
dicistronic gene in Drosophila. It’s first ORF, the ImgA codes for the Apcll subunit of the
APC/C ubiquitin-ligase. The genetic interactions of ImgA with the apc2/mr, vihar and
Dmube2S genes and the physical interaction of their gene products — LmgA-Apc2-

Vihar/Dmube2S — suggest that this ternary complex represents the same catalytic sub-complex
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of the APC/C, as the one identified by biochemical means in yeast and mammalian cells. We
have identified the Drosophila orthologue of the gene coding for the human Ube2S ubiquitin-
conjugating enzyme. It was shown that the APC/C-dependent E2 activity of DmUbe2S is
dispensable in this organism, but its role appears to be critical for the normal functioning of the

spindle-assembly checkpoint.
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