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Bevezetés

Az eukaridta szervezetek sejtsdinthomeosztazisanak fenntartdsdhoz szamtalan
szabélyoz6 folyamat finoman iranyitott koordinaaidgikséges. Az egyik, leginkabb az utobbi
masfél évtizedben megismert fontossagu szabalyazZekben az 8lényekben a 26S
proteaszoman keresztil valésul meg. Ez a 2 MDaragyobb tomely sok alegysédh felépub,
szabdalyozott aktivitasu protedz képes lebontanikatz@a fehérjeket, melyek az ubiquitin
elnevezés, kis polipeptid négy, vagy annal tébb tagbdl @dimerjével kovalensen kapcsoltak.
Ez az effs fehérje-fehérje kapcsolat harom enzimikodésenek kdoszonltetamelyek sejtben
eléforduld tipusait 6sszefoglalva ubiquitin ligaz remdrnek nevezik. Az ubiquitilalt fehérjék
szallitasat és proteaszéma altali felismerésétepsatbmalis és a komplexhez csupan lazan
kapcsolddo fehérjék végzik. A 26S proteaszOma &gy rkomponensh, a 19S vagy regulator és
20S vagy katalitikus komplexb épul fel. Egy, a proteolizis végrehajtasaért ltedekatalitikus
komplexhez egy vagy két, a proteolizis szabalyoedtlytatdsat €s a multiubiquitilalt fehérjék
felismerését és processzalasat ¥egmulator komplex csatlakozik annak egyik vagy dkigt
végén. A regulator komplexek szerkezetileg és lielideg funkcionalisan is két részre, az alap
és fed alkomplexekre tagolédnak. Az alap alkomplex kotergil kapcsolddik a 20S
partikulumhoz, annak kids gyirijéhez, mig a fesl alkomplex az alapra épulve, a 20S
komplextl tavolabb helyezkedik el. Az alap alkomplexet feété fehérjék haromféle 6f
funkciondlis csoportba tartoznak. A p54/Rpn10/SHefje a regulator komple multiubiquitin
receptora. A pll0 és p9%legysegek a regulator komplex strukturalis baziggiezik, sok
fehérje-fehérje kapcsolatot létesitenek a komplekelill, valamint a proteaszomahoz lazan
asszocialt fehérjékkel. Végul az alap alkomplextatozik hat darab ATPaz alegység, amelyek
gyiiri alakban egymashoz és a 20S komplexhez kapcsoloBmaknek az AAA csaladba tartozo
ATPazoknak mindegyike egyéni funkcioval rendelkezigékelessben, tehat nem redundansak.
Vizsgalatuk azonban csupan a kezdeti fazisban vag m sarjadzé élesiden is, mig a
magasabbrerid eukaridotakban nagyon kevés informacio all rendelkee ezeki az

alegyseégeldi.



Célkitiizések

A proteaszémalis ATPazok egyedi tulajdonsagai, hkid@&n komplex felépités
eukaridtakban, még kevéssé ismertek. Ma marasophila melanogastdsen P-elemek altal
okozott mutaciok g§jteménye széles korben hozzaféthdfutatdsaink soran céluliztik ki,
hogy Drosophilamutansok vizsgalataval a regulator komplex ATRégainak, kdztik az Rptl-
nek a funkcidjat mélyebben megértsik. Vizsgaltuk leigomorfRptl mutans torzsben:

- a mutacié hatasmechanizmusat

- a proteaszOma szerkezeti 6sszetettségét

- a multiubiquitinalt fehérjék és szubsztratfehéfgszaporodasat

- az Rptl foszforilaltsagat és kromatinhoz valodsmpodasat

- a Rad23B fehérje élordulasat

- a mutécié mitotikus jellendat és genetikai interakcioit.

Feltételezésiink szerint &ptl mutansok fényt deritenek ennek az alegységnelot@gszéma
szervepdésében, szabdalyozasdban, szubsztratfelismeréséberranszkripciét befolyasold

miikodésében beto6ltott esetleges szerepére.

Alkalmazott médszerek

- Rekombinans DNS technikak

- Polimeraz lancreakcioé (PCR)

- Inverz PCR

- Szemikvantitativ reverz transzkripcio kapcsolt PGR-PCR)
- Real-time PCR

- DNS szekvenaléas

- P-elem remobilizacio

- P-elem transzformécio

- Nativ gélelektroforézis

- Western blot analizis



- Kétdimenziés gélelektroforézis

- Géls4irési kromatografia

- Foszfataz kezelés

- Nyalmirigy éridskromoszéma preparalas és immungestée

- Neuroblaszt preparalés és citoldgiai jellemzés

Eredmények

I. Az Rptlgén genetikai jellemzése

Négy olyan P-elem mutans torzs talalhatdé meg anhiogtoni és szegeddrosophila
melanogastetdrzskdzpontokban, amelyben a P-elem beépiléshédlen azRptl gént érinti.
Kisérleteink elvégzéséhez mind a négy fellelhautanst Rpt°>®*® RptF1H10 Rpt1(@SHES ¢g
RptEF@215y peszereztiik, valamint egy etil-metan-szulfonatES) végzett mutagenezisb
szarmazdRptlallélt, azRpt1**t% -t is. Az Rptlgén aCG17985gén masodik intronjaban foglal
helyet, tehat aRptl tulajdonképpen gén a génben.@G17985egy annotalt, de még nem
jellemzett gén. A P-elem integraciok inverz PCRmgért adatok alapjaRpt1°*®*® azRpt1!1°

Ve

kozé, illetve aRptEF@2153

allél esetén 5 nem-transzlalt régiojanak 22. 8sl#zispéarja kdze
torténtek. A négy P-elem inzercidra homozigotatékdenotipusat vizsgalva kidertlt, hogy az
Rpt?%%4® RptIM* 10 6sRptF7 @212 311810k recessziv masodik larvastadiumu (L2) Ietst, mig a
Rpt1@SH0875 18] recessziv babletalitast eredményeztek RarE*E4—t hordozé DNS szakaszt
szekvendltatva kiderllt, hogy ennél egy mutéci6igh aszparaginsav aminosavcserét okoz az
Rptl fehérje 382. helyén. Ez az allél recesszivondtiislarvastadiumu letalitast mutatott.
Komplementacios tesztekben, egymassal és a réfet; |deléciokkal szemben az Rptl allélok

nem mutattak komplementéciot, kivéve Rpt1*=**

—t, amely delécioval szemben L2 helyett
babletalitast okozott.

Az Rptl gén genomi elhelyezkedése megnehezitette-eblem mutans fenotipusok
ertékelését, hiszen a nagyjabdl 11 kilobazispaimgigralédott P-elem szekvencia nem csak az
Rptl, de aCG17985geén funkcigjat is karosithatta. Ezért elhataroztubgy valamilyen médon

modositjuk az egyik allélt azért, hogyGG17985geén ne legyen a mutacio altal érintett. Ezért



dontéttink azRptI*'° p-elem remobilizalasa mellett. ARptF*'**° P-elem kivagddasakor

tobbféle meérdt, a P-elem végeit tartalmazo szekvencia maradtredeg P-elem helyén. A

szekvenélassal kapott eredmények két csoportbeottéeta mutédnsokat: a recessziv L2
letalitasuakban 250-1000 bp maradt vissza a P-kégmégebl az eredeti inzercio helyén, mig a
recessziv babletalisokban 24-160 bp. Tehat a hblssaaercio korabbi letalfazist okoz.

Minthogy a CG17985gén mutécidjanak tovabbra is fennallt a |ékége, az egyes
homozigota Rptl mutédnsokat azRptlet ektopikusan expresszald transzgén segitségével
probaltuk menekiteni. AZRptl teljes kodold régidjat azJbi63E ubiquitin gén enhancer-
promotere utan klénoztuk és pCaSpeR4osophila transzformacidos vektorban embriok
csiravonalaba injektaltuk. A homozigéta mutaciotaémenekii konstruktot hordozo6 allatok a
Rptf™! babletélis exciziés mutans esetében kikeltek é&pospdiak, tehat ezeknél sikerilt
helyreallitani azRptl gén funkcidjat a gén ektopikus expresszijaval. R1°, Rpt>®* és
RptI*0 2 |etalis mutaciokat a felnasznalt menéKkéonstrukt még homozigéta formaban sem
menekitette baballapotnal tovabb. Ez a részlegesekit@s arra utalhat, hogy az L2 letélis
torzsekben aRptl mutacioja mellett seril @G17985geén expresszioja es/vagy splicingja is és
ezen gén terméke nélkuldzhetetleDrasophilaegyedfejpdéséhez.

Részlegesen menekite®ptl"® mutaciéra homozigéta babok, valamint homozigéta
Rpt1@SH%5hanok relatiRptl mRNS tartalmét kivantuk megvizsgalni annak eldéée, hogy
egyrészt milyen mértékben sikeriilt &pt1"® homozigéta mutdnsban #@ptl gén hibajat
menekiteni, masrészt hogy minek tudhaté beRar1®S"°®"® mutans babletalis fenotipusa.
Reverz transzkripcié kapcsolt PCR-rel kider(ilt, hagmenekitett homozigéRptl-™ mutansban
az Rptl mRNS mennyisége kissé magasabb, mig a homoziB@d®SH%"S mutansban
kortlbeliil ugyanannyi, mint &' babokban. Tehat a2ptl°-6s mutans menekitése teljes az
Rptl génre nézve, vagyis a babletalitasért egy masikacmy feltehetleg a CG17985gén
transzkripciojanak P-elem maradék altali elronfészlos. AzRpt1mRNS szint azt jelzi, hogy az
Rpt1@SH07S mutacio letalitasa valdsdileg csupan kis részben #&ptl gén elrontasanak a
kovetkezménye, a P-elem inkab&&17985génben okozhat hibat.

Tovabbi kisérletek soran RT-PCR-rel sikeriilt meagitanunk, hogy &ptl’* babletalis
mutansban &£G17985mRNS megkdzelileg ugyanolyan mennyiségben van jelen, mint vad
w8 babokban. Tehat &ptl™* mutansban a£G17985gén nem sériil, legaldbbis az ezzel a

maddszerrel kimutathatdé mértékig.



Il. Az Rptlallélok molekularis analizise

Az Rptf! mutans jellemzése megigbtt minket arrél, hogy ez a mutacié csupan az
Rptl-et érinti. A mutacié hatasmechanizmusat Rgtl gén promoterének részletesebb
vizsgalataval deritettiik ki. AZRptl szorosan vett promotere nem tartalmaz TATA box
szekvenciat, hanem a TATA nélkuli promoterek eggladjanak iniciator (Inr) és downstream
promoter element (DPE) szekvenciéit hasznalja astlkipcio iniciacidjara. Mind a négy-
elem, amely az 5'-UTR-be inszertalodott, a két premelem kozé ékadiott be. Tehat &ptl?
és az 0sszes masik bab- és larvalis letalis excinidtans tartalmazza a DPE-t és az iniciator
szekvenciat is, csupan a P-elem maradéknak meaggalelagyobb tavolsag van a kekibzott. A
nagyobb tavolsdg irodalmi adatok alapjan értelenisrekisebb transzkripcidos hatékonysagot
von maga utan. igy értelmezbidenne a bab- és larvaletalis exciziés mutansdkféatisa és a
bennik talalhatd P-elem maradékok hossza koztetiggges. A kisebb tavolsag nagyobb, mig a
nagyobb tavolsag kisebb transzkripcids efficienaigar.

Azért, hogy megvizsgaljuk az idegen szekvencia ddtaa transzkripciora,
szemikvantitativ médon 8sszehasonlitottukRatl mRNS mennyiségéi''*® és RptT* mutans
babokban reverz transzkripcioval kapcsolt PCR-tzhd@lva. Az Rptl mRNS koncentracio
jelensen csokkent &ptf* mutansban a vad tipushoz képest. Kvantitiv readtPCR-t is
hasznaltunk av'**®ésRptf™* mutans babolRptl mRNS tartalmanak dsszehasonlitasara. A 18S
rRNS-re normélt mintdkban a relafRptl mRNS koncentrécid atlagosan harmincszor kisebbnek
mutatkozott aRptf* mutansban, mint a vad tipusban, harom par fugydlS preparatumot
mérve. Kideriilt tehat, hogy a bablet&ptl”* mutacié aRptlgénnek egy hipomorf allélja.

A real-time PCR felvetette az a kérdéest, hogy csuggdRptl mRNS tartalom, vagy az
Rptl fehérjetartalom is véltozik a mutans esetéb&m. immunobloton detektélt, Rptl
magassagaban reagalé sav jeisen vékonyabb volt aptf* mutansban, mint a vad tipusban.

Tehat nemcsak @ptlmRNS, de a fehériemennyiség is lecsokk&pt* mutansban.



1. A RptT* mutacié biokémiai kovetkezményei

Az Rptl specifikus ellenanyag nemcsak egy, de haregymashoz kozel futé Rptl
formét ismert fel az immunobloton. Mivel az embBptl foszforilalédik, feltételeztiik, hogy
ebben az esetben is ezt latjuk. Ennek kiprobaldsirdimenzids gélelektroforézisnek vetettiink
ala w8 és Rpt™* mutans babokbdl nyert preparatumokat. A bloton Igihaté volt hat
elkulonub Rptl forma, amelyek kulonboztek izoelektromos pddtan és egyre csokkén
intenzitassal a savas tartomany iranydba sorakoe@gkmas utan. Ez multifoszforilacio
jelenlétére utalt. Megfigyelhétvolt, hogy mig a vad tipusban a a legbazikusaldigaa
mutansnal egy ennél savasabb forma a legabundgnsageésitve az egydimenziés SDS-
PAGE eredményeitv'*®embriéval és adult allattal végezve ugyanezt arlefsd kiderilt, hogy
mig az adultban taldlhaté foszforilalt formak szamegegyezik a babban talalhatokéval, addig
az embridéban keivel kevesebb helyen foszforilalédik az Rptl. Tehdbszforilaciés mintazat
egyedfejbdési allapotfliigy az Rptl esetében. Mivel a felfedezett poszttrangs maodositas
tulajdonséagai egyértelien foszforilaciora utaltak, burgonya savas foszizdh terveztik
eltavolitani a foszforilaciot az RptBir E célbdl teljes embriondlis fehérjeextraktumatdonya
savas foszfatazzal kezeltiink vagy nem kezeltiinkah at 30°C-on. A kezeletlen minta képe
megegyezett a mar megismert, embridban jelénRptl formakkal, a kezelt mintdban viszont
egy kivételével majdnem teljesen (gt az 6sszes Rptl forma. Ez arra utal, hogy az Rptl
alegység valoban foszforilalodik.

' mutans total babextraktumon tobb

Immunoblot analizist végeztinw'*® és Rpt
proteaszoma alegységre nézve. Az Rpt6 és Rpn9saiggk alegységek relativ koncentracioja
megndvekedett, mig az Rpn10/S5a/p54 relativ kor@enja nem valtozott a mutans esetében.

Az Rptl lecstkkent koncentracidja feltelley zavart okoz az ATPaz @y
babokkal nativ gélelektroforézist végeztiink éstblas utan a filtert kilonbézfeds, alap és 20S
specifikus ellenanyagokkal reagéltattuk. A vad ¢ipminta esetén a jol ismert harom savot lattuk
az immunoblotokon: két, egyszeresen (26S |) éz&itsen (26S 1) sapkazott 26S és egy sapka
nélkuli 20S formét. A szabad 20S mennyisége nemtdbb a 26S formakeénal, jelezve, hogy a
katalitikus komplex dorit része beépul a 26S proteaszomaba. A mutans nesttken egészen

mas képet kaptunk. Itt a jelledhzdupla 26S sav dint, helyette a két sdv mobilitasa kdzotti



mobilitasu szétkesd6tt sav latszott, amely reagalt &edlap és 20S elleni ellenanyagokkal is. A
szabad 20S mennyisége nagyon megemelkedett. EZfok@ggavart jelez a 26S proteaszOma
0sszeszerétiésében, amely feltelideg a lecsokkent Rptl koncentraciora vezéthassza. A
nagy feleslegben fennmaradé Rpt-en kivili alegység@r csak megvaltozott szerkdrzet
formakka éallnak dssze. A 20S proteaszéma ezeknsZRptl nélkil is képes regulator komplex
alegyséegekkel komplexeket képezni, de az igy kekstit proteaszomaknak mas mobilitasa lesz,
mint a 26S proteaszomaknak. FelfedegZh&tvabba, hogy egy 20S komplexnek megtelel
mobilitasu tdmegiinik fel a mutansban a fécklleni ellenanyaggal végzett blotokon hosszabb
expoziciokon, amely a részlegesen 6sszeszerekd@plexnek felelhet meg.

Immunoblot kisérletekben kimutattuk, hogy a muliquitinalt fehérjék mennyisége,
amelyet anti-ubiquitin ellenanyaggal detektalhattumegré a Rptl™* mutans babban &'
babokhoz képest. Ez bizonyara a 26S proteaszémiecifijgnak sérulésére utal, amely a
lecsokkent Rptl koncentracié kdvetkezménye.

A regulator komplex alegységei, kulondésen az ATP@iri fehérjéi szamos
transzkripciot befolyasol6o folyamatban vesznek trész kromatinon a 20S komplex
kozremikodésével vagy anélkil. Minthogy az Rptl is egy AZRilegység és szamos kisérlet
utal arra, hogy transzkripcidos szerepe is lehetle@esnek tartottuk megvizsgalni, hogy
Drosophilaban immunofluoreszcens festéssel lokalizalhatédeaoanatinhoz. Vandorldé L3-as
stadiumaw***® és Rptf™* mutans larvakbol nyalmirigy 6riaskromoszémat préfiank és anti-
Rptl ellenanyaggal megfestettiik. A vad tipusu lvéanyert politén nyalmirigykromoszéman
nagyon jol latszott a specifikusan sdvokhoz asgpodott Rptl fehérje elleni festés, amely
tovabbi kisérletek soran egyrészt preferencidlisartranszkripciosan aktiv teriletekhez, a
puffokhoz, masrészt a puffon kivili kromatinho#ntt kapcsolédni. A Rptf™ mutans
kromoszdéman ez a festés csak nagyon gyengén vggitagn nem latszott, jelezve azt, hogy a
kevés jelenlé§y Rptl fehérje mar nem tud a transzkripcios folyankiaan részt venni. Az RNS
polimeraz Il legnagyobb alegységére is festve ankiszomat felint, hogy a polimeraz és az
Rptl az esetek egy részében egy savban fordulMihdket® festette egymastol fuggetlen
savokban is a kromoszoméat, de tbbbszor voltak rélgeadk ugyanabban a savban vagy
puffban.

A Rad23 fehérje a proteaszOma egyik, mostandbantjesé valt szubsztratszallito

molekulaja. A Rad23 két, alternativ splicing Utldeletkezett izoformaban van jel@rosophila



ban, amelyeket Rad23A—nak és B-nek neveznek’A’minta esetén csupan a Rad23A latszik
az immunobloton, a B forma detektalhatatlan maradkptl’* mutans minta esetében viszont
mindkét formanak megfel&l magassagban kapunk jelet. Tehat a Rad23B fehélggisul a
Rptf* mutansban a vadhoz képest. Real-time PCR-rel kitnktehogy aRad23Bérett mRNS
mennyisége ugyanakkoraRptl™* mutansban, mint a'*®babban. Tehat RptT™ mutécié csak

a Rad23B fehérje keletkezésének vagy lebontasaeakéil befolyasolhatja. Minthogy a Rad23
az ubiquitin-proteaszéma rendszer része és legalaabA forma kolcsonhat a proteaszémaval,
valésziriibbnek tinik, hogy a vad tipusi babban a proteaszéma banBad23B-t és &pt1l™
mutacio zavart okoz a Rad23B degradaciojaban.

IV. A Rpt! mutans mitotikus jellendit és genetikai interakcioi

A rendelkezésre allo ellentmondé irodalmi adataky&ben kivancsiak voltunk, mutat-e
valamilyen mitotikus kromoszémaaberraciét Rpt™ mutansok neuroblaszt preparatuma.
Meglepetésiinkre nem talaltunk semmiféle megfigyélheromoszoma rendellenességet az
agypreparatumokban, sem a mitotikus index névelédémi azt engedi sejtetni, hogyrat®™
mutansban nincsen blokk a mitézisban. A mitotikuskk jellemzen a mitotikus ciklinek
(ciklinA és B) felszaporodasaval jar egyutt, amegpkkent proteaszémalis degradaciojuknak
tudhat6 be. Western bloton kimutattuk, hogy a oiklmennyisége enyhén medgmmig a ciklinB
mennyisége nem véltozik a mutansban a vad tipusépest. ARptT™! mutécié tehat, ha okoz is
sejtcikluszavart, azt a mitdzis bekovetkeztitabszi.

A RptT™ mutans hipomorf volta leh&té tette, hogy genetikai interakciot keressiink é&ozt
és kulonboa proteaszoma és APC/C alegység mutaciok kozotmeBgzisztikus genetikai
interakci6t sikeriilt kimutatnunk mind RptT™* és ARpn10/S5a/p54nutansok, mind &ptl™* és
mks mutansok kozott. Amks (méko3 az APC/C Cdc27 alegységének hipomorf mutacidja,
amely farat adult letélis. AMRpn10/S5a/p54nutacid, amely a proteaszomé multiubiquitin
receptorat tavolitja el, babletalis. A mindkét noidéa homozigota allatok @p54 esetén L3

larvaletalisok voltak, anks esetén pedig fehér bab letalisok.
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Osszefoglalas

Eredményeinket 6sszefoglalva megallapitatjuk, hogy:

1. Jellemeztik aRptlgén 6t kilonbda alléljat.
2. Felvetettik egy letalis aminosavcsere |étezésatebbeégét az Rptl fehérje C-terminalis
régidjaban.
3. Létrehoztunk egy Uj, hipomoRptlmutaciot.
4. A hipomorf mutaci6 segitségével felderitettik:
— az Rptl fehérje foszforilaltsagat
— az Rptl szerepét a proteaszoOma szerkezet kialali#as
— az Rptl kapcsolédasat a kromatinhoz
— az Rptl szerepét mas alegységek expressziojana&lyazasaban
— az Rptl hozzgjarulasat a Rad23B fehérje lebontasaho
— a mitotikus blokk hianyat és a multiubiquitindlt hégjék felszaporodasat a
hipomorf mutansban
— genetikai interakcidkat a regulator komplex aleggs&s az APC/C egy alegysége

kozott.
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foglalt tudomanyos eredményeket tudomanyos fokazegszerzéséhez nem hasznaltam fel és
azokat ilyen célra a j@ben sem fogom felhasznalni.

A Jelolt, mint tarsszeéza kbzlemeény létrehozasahoz (Biochemical Jourr@0gp 391(Pt
2):301-10) jelertis mértékben jarult hozza.

Szeged, 2007. mércius 10.
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