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Bevezetés

Elész6

A szabélyozds, mint egy, a folyton valtozd kornyeee tortén
alkalmazkodasi forma, minden 6élés élettelen rendszerben jelen van. Aé él
szervezetek legprimitivebbike is szamtalan, 6syagthetetlennekiné folyamatot
koordinal a masodperc tortrésze alatt, mig az edekrfolyamatoknak a megértésére
tett ebfeszitések tobb szaz év utdn sem tudnak egy-eggzefibb” alrendszert ezen
az eblényen belil modellezni. A megértésre torekves rsosderzett tomérdek
ismeretnek egy morzsaja csupan, émnabben a dolgozatban sz6 lesz, és ennek a
terlletnek is apro téredéke, amellyel kapcsolathé&sérletes mdédon medgfigyelt
Ujdonsagokrél esik majd sz6. Ennek ellenére a delgEmaja, a 26S proteaszéma é€s
az ubiquitin rendszer az eukariéta szervezetek nelgntséggel biré szabalyozasi
elve. Nem szabad azonban figyelmen kivil hagynundkan tertiletek altal vizsgalt
jelenségek hozzajarulaséat a proteaszoOma kutatasahereirt eredmények eléréséhez

és értelmezéséhez.



Torténeti bevezetés és az ubiquitin rendszer

A transzkripcio, transzlacio és a fehérjetermék viedett vagy kozvetlen
visszacsatoldsa ahhoz a DNS szekvenciahoz, amelkoédplja, egy fokozatosan
megismert és sokaig egyeduralkodéan fontosnak s&sbalyozasi kort jelentett a
molekularis biolégia torténetében. Bar a hetvenek &bzepére mar sok arra utald jel
gyilt 6ssze, hogy vannak olyan folyamatok, amelyeladdig felismert szabalyozasi
elvek alapjan nem, vagy nehezen irhatok lejbd fkutatasi irany tovabbra is a tobb
elismerést kivivd, mar valamennyire megismert tz&ripcios szabalyozasi modellek
feldllithsa maradt. Néhany kutaté vallalkozott r&uman, hogy bizonyos
lényegtelennekiing jelenségek utan nézzen, mint példaul a tirozinnatranszferaz
lebontédasa hepatéma sejtekbeBnnek soran kideriilt példaul, hogy az enzim
lebontasaért nem csak kéilgaktorok, mint példaul a kbzeg pH-ja, félsék, hanem
szilkséges hozza adenozintffoszfat (ATP) is. Az ATP szintézisében részivée
enzimek gatlasakor ugyanis nem kovetkezett beoaitiraminotranszferaz lebontasa.
Vagyis a tirozin aminotranszferaz lebontasa aleinergiaigényes folyamat és ennek a
felismerésnek oriasi jeletgége volt.

Més csoportok is arra az eredményre jutottak ad-E7évek folyaman, hogy
mas fehérjék lebomlasa is energiaigényes folyaniayre bizonyosabba valt, hogy
az intracellularis fehérjék legaldbb egy részénekelmontasaért egy ATP-fl§g
rendszer felel, amely biokémiai eszkozokkel vizegtd, igy komponensei is
izolalhatok jol jellemzett sejtmentes extraktumokbéint a patkanymdj extraktum
vagy az eritrocita és retikulocita lizatum. A fege@ontasi rendszer élstisztitott
komponense az ATP-flggproteolizis faktor-1 (APF-1) votf> amelysl révidesen
kideriilt, hogy azonos az egész eukari6taviligban edfordulé ubiquitinnel. Az
ubiquitin egy 8 kDa-0s, 76 aminosavbdl alléstabil polipeptid, amelynél a C-
terminalison elhelyezkeéd glicin megléte esszencidlis a tikbdéshez®. Ennek
fontossagara csak a tobbi komponens izolalasawdlltdigny’. Az intracellularis
fehérjék egy vagy tobb, lancba renddd ubiquitinnel jelébdhetnek kovalens
amidkotés révén, amelyet harom enzim egyikimdése helyez el ezen fehérjék
lizinjeinek e-aminocsoportjain. Etként a H2A hiszton 119-es lizinjén fedezték fel az
76-0s glicinjének karboxicsoportjan keresztiil énlie-aminocsoportjahd2. Hershko

€s munkatérsai tobb év munkajaval a nyolcvanas fardiléjan izolaltak az APF-1-



et és azt a harom kulonkbaktivitasi enzimét**2 amelyek mindegyikére sziikség
volt ahhoz, hogy az APF-1 (ubiquitin) kovalens lsbt&épezzen a modellként
hasznalt szubsztratfehériékkel (lizozim, globimlaktalbumin}®*® A haromféle
enzimet funkcidjuk szerint ubiquitin aktivald, ubitin konjugélo és ubiquitin-protein
ligaz enzimnek nevezték %elFelfedezték tovabba, hogy ATP utanpétlas nélkil a
tbbbszorésen ubiquitinnel konjugalt szubsztratoksiikken a k@dott ubiquitinek
szama, tehat valamilyen proteaz (amidaz) bontjaiaquitin és a szubsztrat kozti
kovalens kotédf'® A protedzok ezen csoportjia kBb a deubiquitindlé enzim
(DUB) gyiijtonevet kapta. Am vivo szubsztratok mibenlétére sokaig nem dertilt fény
(kivéve a H2A-t), mignem Goldberg és Boches felktéle hogy az oxidalt, seértlt
szerkezdt fehérjék sokkal jobban bontédnak ATP-fidggroteolizissel, vagyis ezek
jobb szubsztatjai az ubiquitinalé enzimeklelElég sokaig nem is kerestek masféle
szubsztratokat, €s az ubiquitinaciét a sejt takarimechanizmusanak tartottak.
Miutan az aktiv fehérjebontas alapmechanizmusatatitak, a folyamat biokémiai
részletei kertiltek a vizsgalddasok kozéppontfaha® >

Az ubiquitin aktivadlé enzim vagy E1 altalaban edgféolipeptidként van
jelen minden fajban, néhany kivétellel, mint példam embsok, amelyeknél két
transzlacids iniciacios hely felhasznalasaval kéipnbdz) hosszusagu polipeptid
keletkezik. Az ubiquitin rendszer genetikai elenez&gy El-et éridt homerseklet
érzékeny mutécio izolalasaval kéddtt egy enmtls sejtvonalban, amelynek restriktiv
homérsékleten torténinkubalasa soran kiderilt, hogy a sejtciklus fohdssagahoz
nélkulozhetetlen az ubiquitinacidés enzimkaszkady ésutans sejtekben szamos rovid
életideji fehérje halmozédik fei®?’

Az E1 enzim a szabad ubiquitin aktivalasat végePAugg) modon, ebszor
Mg**-ATP-t, majd ubiquitint kot els reakciécentrumaban, igy egy ubiquitin-adenilat
képzdik. A masodik reakciécentrum szulfhidrilcsoportia masodik reakcidban
megtamadja az ubiquitin-adenilatot és igy ubigttiiészter keletkezik egy AMP
kihasadasaval. Minden teljesen toltott E1 ezekistzéet ubiquitint hordoz, egyet
adenilatként és egyet tiolészterként. Az ubiquitkarboxitermindlis glicinje
esszencidlis a reakciok végbemeneteléhez, mivell é&pddik mindkét termék. A
végul keletke& E1-ubiquitin tiolészter az ubiquitin konjugalé (E@nzimek aktiv
ciszteinjenek hatasara bomlik fel, vagyis egy ERjuitin tiolészter és E1 enzim

keletkezik (transzészterifikacios reakéidl. abra).
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1. dbra Az ubiquitin rendszer
Jelmagyarazat: Ub-ubiquitin (lila kor), E1-ubigoitaktivalé enzim, E2-ubiquitin konjugald
enzim , E3-ubiquitin-protein ligaz, target-szub&k{narancssarga)
Az abra S. Hatakeyama és K.l. Nakayama cikk&zarmazik (Biochem Biophys Res
Commun. 2003 Mar 21;302(4):635-45.).

Az ubiquitin konjugélé enzimek (Ubc-k) egy, az EAFmépesebb csoportot
alkotnak, a sarjadzo éleében tizenharom E2 vagy E2 rokon fehérje talalhato.
O0sszes E2-ben van egy kozos Badlomén (UBC), amely korllbelll 150 aminosav
hosszu, és egy konzervalt ciszteint foglal mag&tzaa cisztein fogadja az Edtr
érke aktivalt ubiquitint (1. abra). Az UBC doménen HKiviiehérjestrukturak
jelenthetik az E3 enzimekhez valé specifikus ckattas leheiségeét. Egy E2 szamos
E3-mal kdlcsdnhathat, és az egyes E3-ak is szarBe&lE mégis ain vivo adatok
egyre inkabb preferalt, specifikus E2-E3 parokbsznisitenek”.

Az E3, vagy ubiquitin-protein ligaz enzimek az ubtqnel toltott E2-k és a
specifikus szubsztratok megkotésére alakultak kizek egyfajta 6sszerendezési
fellletet biztositva a szubsztrat ubiquitinaciofdh@d. éabra). Az E3 biztositja az
ubiquitin konjugaloé enzimeknek a leliséget, hogy a szubsztrat valamely lizinjének
g-aminocsoportjara izopeptid kotéssel elhelyezzéltaquitin C-termindlis glicinjét,
illetve a kovalensen kotott ubiquitinhez tovabbiiquiitineket csatlakoztassanak
lancszeiien, az ubiquitin 7 bedslizinjének valamelyikét (K6, K11, K27, K29, K33,
K48 és K63) tovabb ubiquitindlva. Az E3-ak ma mardm csoportba sorolhatok
jellemz doménjeik alapj&t.



Az el jellemzett E3 csalad tagjai HECT domént hordoziaksalad egyik
tagja, az E6-AP egy cellularis fehérje. Partnes@tE6-ot a human papilloma virus
genomja kbdolja, és a két fehérje komplexe képgs3aubiquitinaciojara. Az E6-AP
C-termindlis 350 aminosava nagyfoku homoldgiat noftaszamos, maskulénben
nem rokon fehérje szekvencigjaval. Szamos ilyen HEG@meén fehérjénél, koztik az
E6-AP-nél is egy, a C-terminalistél 35 aminosavteelyezked cisztein adja az aktiv
centrumot, ahova az E&traz ubiquitin atészterifikalodhat. A HECT aktiszieintl
keriil a szubsztratra az ubiquffin Minden mas E3 csaladban hianyzik az ilyen
funkcigju cisztein, azok a ligazok nem kotnek ulitigt

A mésodik, eddig legnépesebb csalad a RING fingkériéké. A RING egy
specialis cink finger, 40-100 aminosav hosszu é@dcriyonzervalt poziciéju ciszteint
és hisztidint tartalmaz, amelyek négyesével 1-3'-Fikoordinalnak. A RING finger
funkcidja akkor valt ismertté, mikor az Rbx1/ Rod¢itl RING fehérjébl kidertlt,
hogy sziikséges a négy alegys#gfelépilb SCF ubiquitin ligaz rikodésehez.
Ezutan egyin vitro kisérletben felfedezték, hogy a kiprébalt RINGgkn fehérjék
rendelkeznek ubiquitin ligaz aktivitdssal. Az akte fugg a cink-koordinald
aminosavak meglé@t Vannak azonban olyan RING finger fehérjék isetyakin
vitro nem mutatnak ligaz aktivitdst, sem mas funkciétudiquitin rendszerben.
Ezeknek a szerepidrnem sokat tudunk. Az ubiquitin ligazokban jeladleRING
finger az E3 és az E2 kozétt fehérje-fehérje kalbatasokat hoz 16t

Az E3 funkci6 ellatasdért sokszor nem csupan edipeguiid, hanem egy
egész komplex felel. Ma kéts fcsoportba sorolhatok a tobbalegységes, RING
motivumot tartalmazo E3-ak. Az élgsoport tagjai a kullin-RING ligazok (CRL-
ekf?, mig a masodikba az anafazisremozditd komplex/cikloszéma (APC/G)
tartozik. A kullinok mindegyike képes kulonk®zszubsztratokat ubiquitinald
komplexeket Iétrehozni (Cull, 2, 3, 4, 5, 7), migAPC esetében nem egy kullin
homolég alegység (Apc2), hanem egy masik alegy&pgl() rendezi 6ssze vazként a
tobbi alegységét’. Ezek a tobbalegységes enzimek mindig tartalmaeggkRING
finger fehérjét, amely a katalizisért felel (Rbx@éR/Hrtl a kullin alapa ligazoknal,
Apcll az APC-nél). A szubsztratok felismerése idkierre specializalt fehérjékkel
torténik, a kullin alapuaknal minden kullinhoz més mas csaladja tartozik a
szusztratfelismérfehérjéknek, mig az APC esetén hardmtfanziensen kapcsol6do

protein végzi a szubsztratok szelektalasat (Cdiz29/f Cdhl/fizzy-related és Amal).



Az SCF (Skp1l-cullin-F-box) komplex a CRL-ek csojdirt tartozik. Ez az E3 felid
leginkéabb a sejtciklus G1/S fazisaban lezajl6 uibiogiciés eseményekeért.

Az elsh ubiquitin izopeptid kétésének kialakulasa ugdldnc kovetket tagjai
az ubiquitin kulonbé& bels lizinjeire kapcsolddhatnak, de altaldban a lanede
hosszaban azonos lizinen keresztil kapcsolodnak uliguitinek. A harom
leggyakoribb kapcsolédas a 29-es, a 48-as és & @3iaen keresztil tortérik A
legutdbbi idkig a 48-as lizinen keresztkdtdtt multiubiquitimé& ennek is a 4 folotti
tagszamu forméja volt az, amelyet a proteaszénaa félismert degradacios jelnek
véltek. Ennek ellentmond egy kézlem&hyamely az APC/C Altal szintetizalt
multiubiquitinalt ciklinB heterogén ubiquitindltsalg mutatjia be és ezeknek a
forméknak a proteaszémalis degradéacidjat vizsgaiva jut, hogy nem csupan a 48-
as lizinen keresztkotott lanc funkcional degradagadként, de a 29-esen és a 63-ason

keresztkotott is.

Ubiquitin receptorok

Ma mar sokat tudunk az ubiquitinacié szerépéx kilonbod sejtszint
folyamatokban. Az egyik dominans és nagy jdéiséggel bir6 folyamat, amelyben az
ubiquitin szerepet jatszik, a 26S proteaszémai débErjelebontas. Sokaig kérdéses
volt, hogy milyen modon ismeri fel a proteaszOma @nnak melyik része) a
multiubiquitinalt fehérjéket. Ezért keltett nagyyelmet, mikor felfedezték az éls
proteaszoéma alegységet, az Rpn10/S5a/p54-t, ameiyro multiubiquitin lancokat
tudott kotnf®. Erl a proteaszéma kapcsan esik majd sz6. A multititiiglt
fehérjék azonban nem csak az S5a-n keresztiddkétnek a proteaszémahoz. Az
ezredfordul6 tdjékan kezdtek azokra a fehérjéldfegyelni, amelyeknek az ubiquitin
szekvencigjahoz és szerkezetéhez nagyon hasonl@&njidmvan, ez az UBL
(ubiquitin-like) domér’. Ezeknek a fehérjéknek a legtobbjénél ezen a demkiviil
taladlhatd egy vagy két masik, jol jellemzett UBAiguitin associated) domén, mely
a multiubiquitinalt fehérjék felismerését vélziAz ilyen fehérjék az ertsokben az
S5a-hoz kdtdnek az UBL-en kereszilil Sarjadzé élesgben, ahol az Rpnl0 (az
éleszd SbHa ortologja) valamivel rovidebb, az UBL-UBA fejé& egy nagy,
strukturalis szerdpproteaszoéma alegységen, az Rpnl-en dokkolnakéazar UBL

révéri>3* Sarjadz6 élesgben harom olyan UBL-UBA fehérje van, amelynek sgere



lehet az ubiquitin-proteaszéma Utban: a Rad23,k2 Bs a Ddif®. Ezeknél az UBL
az N-terminalison, az UBA-k a C-terminalison hekednek el. A Rad23 a legjobban
jellemzett minden UBL-UBA fehérje kozul. Ezt a proit ebszor a nukleotid
kivagédassal jaré DNS javitasi Gtban irtafleRészletesebb vizsgalatakor kidertilt,
hogy UBL domént hordoz, amely nélkulozhetetlen a DMvitdé funkcidhoz,
helyettesithét az ubiquitin szekvencigjaval és nem medialja a2Ragroteaszéma
altali lebontasaf. Felfedezték, hogy a Rad4 multiubiquitinalva koRad23-hoz,
amely a proteaszOmahoz lebontasra szdllitja, idparitea el a reparaciéo utan
sziikségtelenné valt kompleXetA Rad23 és Rpnl0 szerepének genetikai feltitasa
soran kiderult, hogy aARpn10és4Rad23deléciok, amelyeknek egyenként alig van
megfigyelhed fenotipusa, @Rpn1MRad23ketids mutans tdrzsben lassu ndvekedeést,
hidegérzékenyseget és G2/M-beli sejtcikluskéséastrmdk. A ketbs mutans sejtekben
felhalmozodnak a multiubiquitinalt fehérjék és sfikas szubsztratok is. Mas gének
delécibi és fehérjetultermeltetések segitségévanyitottdak az UBL-UBA és Rpnl0
fehérjék atfed, multiubiquitin lanc szallité szeref&t'>? végiilin vitro ésin vivo,
valodi multiubiquitindlt szubsztratokkal és teljpsisztitott komponensekkel tértént
kisérletekBl kidertlt, hogy a Rad23 és az Rpnl0 ugyanannakubsztratnak a
lebontasahoz milyen mértékben jarul hdz24 Azonban nem kizarélag az Rpnl10
lehet képes a proteaszoman belll multiubiquitinctdnkotni. Egy fotoaktivalt
keresztkotéses kisérletben fialh erssséggel kotott egy jeldlt multiubiquitin lancot az
egyik regulator komplex ATP4z alegység, név sz&BiRpt5". Egyes elgondolasok
szerint az S@Rpt5 az Rpnl0 és az UBL-UBA receptorok utan, atedsi folyamat
kovetked lépésében ikddik, vagyis a multiubiquitinalt fehérje az Rpnd®-vagy
egy UBL-UBA fehérjéél kertll az S&Rpt5-re.
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A 20S proteaszOéma

A proteaszOmakutatds torténete egészen 1968-igiknyissza. Ekkor
figyeltek meg @lsz6r human eritrocita lizatumok elektonmikroszk6képén cilinder
alaku struktirékat, melyeket cylindrinnek nevezet. A cylindrin funkciéjarol
semmit sem tudtak és sokaig nem is hoztak 0sszé$tigga proteolizissel. Kb
egy rokon felépitds nagy molekulasulyG multikatalitikus proteindzsztitottak
patkanymajbdP.

Egy mas jellefy kutatasi sorozatbdl kiderilt, hogy egy proszéméaredky 19S
ribonukleoproteinnek nevezett komplex van jelereakariétakbafr. Ez a komplex
hasonlo volt a multikatalitikus proteinazhoz, de RNez asszocialdédva talaltdk meg,
felfedezték, hogy a multikatalitikus proteindz graszoma ugyanaz a részecske. 20S
proteaszémanak nevezték el a komplexet, amely eggszutalt proteolitikus
tulajdonsagara és komplex felépité&&re Kezdetben gy gondoltdk, hogy a
proteaszéma csak eukaribta sejtekben van jelen, 1@89-ben egy
Archaebacteriumbol, @ahermoplasma acidophilusbdl olyan protedz komplexet
tisztitottak,amelynek szerkezete hasonlitott a 20S proteasz@na&hkimotriptikus
aktivitasa volt®. Ma mar egyérteln hogy az Archaeak rendelkeznek 20S
proteaszomaval. Kébb megtalaltak az dls eubakterialis proteaszémat is a
Rhodococcus erythropolibart’. Az eukaridtakkal ellentétben a prokariétakban
azonban a proteaszéma nem életfontossagiheamoplasmdan csupan a magas
homérsékletirésében jatszik szerepet. Mas proteolitikus remdkZelyettesithetik a
proteaszémat ezekben asléhyekbef?.

A 20S proteaszomat mind pro-, mind eukariétakbara2gység alkotja, de
ezek komplexitasa kilénbdzA prokaridtakban altalaban két rokon, de kil6ériboz
gén kodolta polipeptido( és3) 14-14 kopiaja alkotja a komplexet, mig eukaribk
7 kUlonbdd o és 7 kulonbdz (B alegységet kdédolé gén talalhatd, amelyek
termékeildl 2-2 fehérjekopia épll a szerkezetbe. Ennek eléer& proteaszéma
altalanos szerkezeti felépitése ugyanaz (2. abraprd6 alaku 20S format 4 darab,
egymas felett elhelyezkéd7-7 polipeptidbl allé gyira alkotja, a hordd belsejében a
B, a hord6 szélén aa alegységekkel. Altalanosan a homooligomerek sdjeen

prokariotakban a kévetk&zo,B-3-07, mig az eukaridtakban a kulonicalegységek
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heterooligomerjei;-731./3:-701.7 formaciéban figyelhék meg. Eukariétdkban a 14
kilonbd® proteaszoéma alegységbcsak haromf tipusu aktiv katalitikusan. Az
emlsbkben a y-interferon kezelés stimulalja harom tovabbi, indhlaté 3
alegységnekf¥) nevezett fehérje expressziojat, amelyek mindeggiy kdzeli rokon
aktiv [ alegységet fog helyettesiteni a komplexben, amseherkezet az
immunoproteaszéma nevet kapta. Ezek a specialtegepomak akkora szakaszokra
hasitjak az antigén fehérjéket, hogy a daraboknéigen prezentacidkor beleférjenek

az MHC | tipust molekulak zsebéhe

2. dbra A Saccharomyces cerevisiae 20S proteaszoma
A. oldalnézetbl, B. Az a-gyirik felol, C. a fél proteaszémabanfagyiirik felsl, D. a
katalitikusan aktiv3-alegységek helyzete oldalnéz#ibfeltarva a koézponti katalitikus
kamrét.
Az abra M. Bajorek és M. H. Glickman cikk#bszarmazik (Cell Mol Life Sci. 2004
Jul;61(13):1579-88.).
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Elektronmikroszképos képeken a vizsgalilé&hyek 20S proteaszémaja nagyon
hasonld, hordoszérszerkezetet mutat (2. 4bra), amely 15 nm hosdzanmLatmét;ii
és C2 szimmetrida van (a kozpont Kkordli  &ett szimmetria).
Rontgenkrisztallografiaval megfigyelttehdrom kamra a hordéforma belsejében, két
kilso és egy, # alegységek altal formalt kdzponti Ureg, amelyeakdtony csatorna
kot 6ssze egymassal és a két &l kilvilaggal a hordd alapjan keresztil. &z
alegységek N-terminalis részei elzarjdk a centcatorna nyilasat a kilvilag felé. A
kdzponti Uregben torténik a voltaképpeni protesliA proteaszOma az N-terminalis
nukleofil (Ntn) hidroldz szupercsaladba tartozik3Aalegységeknél az N-terminalis
Thr-1 aminosawy oxigénje a nukleofil abban a katalitikus tamadaskamely a
szubsztrat peptidkotés karbonil szénatomja elleanyil. Valészitileg egy
vizmolekula és a treonin N-terminalis aminocsoportaz, amely a Thr
hidroxilcsoportjat deprotonalja a nukleofil tamaadstt. A hasithatdé szubsztratok P1
aminosava, amely N-terminalisra talalhaté a haddgreptidktési, lehet hidrofob,
aromas, bazikus vagy glutamat, tehat a proteasxmetripszin- 35 alegység) és
tripszinszeii (32 alegység) és peptidilglutamil peptid hidroliz&B1 alegység)
aktivitast mutat. Mindharom aktivitAs ma{3 alegységhez koéthet A
szubsztratfehérjéket a proteaszéma processziv médtgozza fel, vagyis nem
szabadulnak ki lebontasi intermedierek. Val&§gig a kozponti kamra csapdaba ejti
a részlegesen vagott termékeket, amig egy bizomgrst ala nem cstkkennek. Ez a
méret a 44l 25 aminosavas peptidekig terjed, atlagban 7-fasav°.

A proteaszéma mind citoplazmatikusan, mind a sejbma ebfordulhaf®,
Feltehetleg klasszikus nuklearis lokalizaciés szignaloknyidiak a proteaszéma

dsszeszerétlés intermedierjeit a karyopheiinan keresztiil a magha®
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A 26S proteaszoma és a 19S regulator komplex

Aktivator komplexek

A 20S proteaszoma proteolitikus funkciéja 6énmagabam érvényesiilhet,
mert aza alegységek N-termindlis nyulvanyai elzarjak a caigt csatorna bejaratat a
komplex mindkét végén. Mai ismereteink szerint akagiétakban tdbb maodja is van
annak, hogy a szubsztratfehérje a 20S komplexbatHasison és ott lebontddjon.
Kulonb6a aktivator komplexek kapcsoldédhatnak a 20S komplgyk vagy mindkét
végéhez, ezdltal segitvedéeh szubsztratok degradacidjat. Jelenleg négy détiva
komplex ismert: a 19S regulator vagy PA700, a 1A38REG, a PA200 és az
Ecm29%°3 Egy vagy két darab 19S komplex asszocialédhd@iSkbmplexhez, igy
létrehozva a 26S proteaszémat. A 26S proteaszdaeklkiasa csak ATP jelenlétében
torténik meg, ATP elvonas hatadsara a két komplesszdicial. A 19S regulator
komplex felismeri a multiubiquitinalt fehérjéketjgra PA28 és a PA200 nem.

A PA28 csalad tobbsdjteukariotakban fordul &) hét alegysége homo-vagy
heterooligomer komplexet alkot. Harom PA28 homdkigzikc>* a, B ésy. Az a és
B egymassal heteroheptamerty Aiomoheptamert alkot. A PA28 feltehebleg az
immunrendszer része, mivel ez a komplessegiti az antigén processzalast és az
MHC | osztalyu fehérjéken val6 prezentéciot. A PAR&ktivator kdbdése kinyitja a
lezart 20S csatornat ugy, hogy az egybeesik a asgutsatornajaval. A PAR80I
még kevesebb informécié all rendelkezésre. Tudjbkgy a PA28y mutans
transzgénikus egerek lassabban 6tjek és kisebbek, kevésbé viselik jol a
fertozéseket. APA28/mutans fibroblasztokban tobb a sejtciklus G1 &z rekedt
sejt és az apoptozis haromszor gyakoribb. A RA28 kdlcsbénhatd fehérjék szinte
mind kapcsoldédnak az apopt6zishoz. Ezen tulajdasatapjan feltételezh&t hogy
a PA2§ egy antiapoptotikus faktor.

A PA200-zal (BLM3 illetve 10) kapcsolatos kevés tadaegleheisen
ellentmondascé. A PA200 egyetlen, 200 kDa-os polipeptid, amelyalahosan
eléfordul az eukariotdkban. Képes a 20S két végéhgrskdodni és az axidlis
csatornat felnyitni, pontos szerepe azonban meég tiextézott. Eredetileg a DNS

javitdsban fedezték fel funkciéjat, de mara méa szerepe kétségesseé valt. Legujabb
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eredmények szerint egerekben nem szikséges a DMS8s kezalu torésének
javitasahoz, de fontos szerepe van a him gamélatké&résébet.

Erdekes mddon mindharom, nem 19S aktivator amisaskvenciaja szinte
telies egészében HEAT ismidEsekibl all. Ezek az isméddések kb. 50
aminosavnyia-helikalis domének, amelyek tandem modon dsszerédtetnek és
két hélixenként szuperhélixet alkothatnak, egyfagteolenoid vagy kupolasZer
strukturat, amely nagy flexibilitast mutat

A PA28, a PA200 és az Ecm29 regulatorok joval kbgéismertek, mint a

19S, de szerepik nem elhanyagolhaté a sejt fizegtfigan.

A 19S requlator komplex

Joseph D. Etlinger és Alfred L. Goldberg 1977-begifetleztek nyul
retikulocita lizdtumban egy olyan nem lizoszémgi®teolitikus rendszert, amely
ATP hatdséara stimulal6ddtt Ez a rendszer képes volt az abnormalis konfordjiaci
fehérjek lebontasara. A lizatum frakciondlasavalrsiko és munkatarsai a
korabbiakban mar emlitett modon felfedezték az wibig és a harom kulonbdz
ubiquitinalé enzimet. De a proteazt, amely a mbltuitinalt fehérjéket bontotta,
még nem talaltdk meg. 1986-ban Hough, Pratt ésilVBechsteiner multiubiquitinélt
fehérjék lebontasara tesztelt kilonbképpen tisztitott retikulocita frakciokat
DEAE kromatogréfia és glicerin gradiens centrifdégautan egy ATP fuggproteazt
taldltak, amely 600 kDa-nal nagyobb tdriegolt. Az enzim csak ubiquitinalt
fehérjéket bontott és ez megmagyarazta a koraldgzasztalt masodik ATP flgg
lépés jelenlétét a lebontasi folyamatban az ubiyaiktivacioja mellett. Egy évre ra
ezt a frakciot sikerilt szétbontani egy 1 MDa-0S§ 28oteaszomara és egy 700 kDa-
os 20S proteaszéméafaA 20S komplex a multikatalitikus proteindzzal aasnak
bizonyult. A 20S proteaszéma nem volt ATP altala#hatd, mig a 26S komplex
igen. Ugyanerre a kovetkeztetésre jutott ebbenvaeré Goldberg munkacsoportja
is®®. Hershko és munkatarsai a kovetkeEvekben felderitették ezeknek a
protedzoknak adf sajatsagait ®- Felfedezték, hogy kiilonbézfehérjefaktorokbol
ATP hatasara Osszeszéwik az 1000 kDa folotti nagysagu 26S proteaz. Ezen
faktorok kozil az egyik a 20S proteaznak bizonyahelyet igy a 26S proteaszéma

katalitikus magjaként ismertek fel Hershko és Geldb csoportj&®% A masik

15



faktort Rechsteinerék talaltak meg, amely ATP é$ 36lenlétében teljes 26S
proteaszémat alkot6f és amelynek alegységei mind megtalalhaték vodtak6S
proteaszémaban. Udvardy Andor tisztitotta homogsigt Drosophilabdl ezt a
regulatort, melyet g partikulumnak nevezett %l Ez a partikulum olyan
sztochiometrikus komplexet alkotott a 20S kompleksanely megfelelt a 26S
proteaszémanak. Flggetlen kutatasok is megtaléftal regulator partikulumot, és a
felfedezk PA700-nak és 19S sapka komplexnek neveztéke> %l

Elektronmikroszképos képen a 19S regulator a 2ykevagy mindkét végen
kilénallo sapkat alkot (3. abra). Tobbvitro adat mutatja, hogy a 20S egyik végén
19S regulatort, masik végén PA28-at kotve hibriokgaszomakat képes létrehdzni
Ezek funkcidjarol éi vivo elsfordulasarél még keveset tudunk.

Mai tudasunk szerint eukariétdkban a multiubiqéiin fehérjék
degradaciojara csupan a 26S proteaszéma képegt felserjéinek 80-90%-a kerdl
lebontasra ilyen modon. A 26S komplex kb. 45 nmshos20 nm széles és 2,5 MDa
tomedi. Egy és kétsapkas proteaszomak ifoetlulnak, a koztlik le¥ esetleges
biokémiai kildnbség ma még nem ismert. A 19S saffle&ibilisen kapcsolodnak a
20S-hez és két sapka esetén nagyjabdl kézéppomtmsnetriat mutatnak a 20S
komplex kbézpontjara (3. abra). ATP elvonas hataaa28S komplex alkotéelemeire,
a 20S és 19S komplexekre esik szét, ameblel&TP hozzdadasa utan Ujra
Osszeszerdtlik. A 19S komplex szamos tulajdonsagot kolcsonoz tedjes
komplexnek, amivel a 20S dnmagaban nem rendelkezik:

1. szelektiven felismeri és megkoti azokat a fehétjékenelyek megjeldlve
lebontasra kerllnek (javarészt multiubiquitindhidgek)

2. kitekeri a megkotott fehérjéket

3. a kovalensen kotott ubiquitin lancot levagja a szttatrol

4. a 20Sa alegységek végei altal alkotott kaput felnyitjaQs nyilasaban, igy az
befogadhatja a szubsztratot

5. a kitekert szubsztratot a 20S Uregébe juttatjay letigdulhasson a lebontés.
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3. abra A Saccharomyces cerevisiae 26S proteaszoéma

A. A 26S proteaszoma és Bpnl® proteaszoéma elektronmikroszkopos képe.Rjmn1Q
proteaszOma csak az alapot és a 20S proteaszGtalihtezza, a feit nem.

B. A 26S proteaszoéma elektronmikroszképos képe alapgsziilt modell. Kékkel jelzett a
19S regulator komplex, sargaval a 20S komplex. B@l&d D. Voges és mtsai. (Annu Rev

Biochem. 1999;68:1015-68.) és M. H. Glickman ésamt&ell. 1998 Sep 4;94(5):615-23.)
cikkeibsl szarmaznak.
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Habar a 19S regulator komplex felismeri a multiuiigalt fehérjéket, nem
kizar6lag azokat képes kotni. Vannak olyan esetakkor a fehérje szerkezete
lehetvé teszi, hogy a multiubiquitinacié nélkil kdion a 26S proteaszOman és
degradalodjort. Ennek egyik példaja az ornitin dekarboxilaz leasa. Ez a fehérje
ubiquitinacié nélkil is bontodik a proteaszémébanivel C-termindlis része
ubiquitinszet feltekeredést mutat és igy a 19S regulator kompétismeri. Az
antizyme az ornitin dekarboxilazhoz kapcsol6do hitbr, amely nyolcszorosara
noveli annak proteaszémahoz val6 affinitdsah timidilat szintdz nem strukturalt
szerkezdt N-termindlis 6 aminosava szintén degradaciosajeklyet a 19S regulator
felismer és ezaltal lebontja a fehétfétvannak tovabba olyan fehérjék, amelyek
multiubiquitindlodhatnak, de ubiquitinalds nélkils idegradalédnak a 26S
proteaszémaban. llyen példaul a p21/Cipl, a TCiRegysége, axBa, a c-Jun és a
kalmodulirt®. Ezen fehérjék ubiquitin fiiggetlen lebontasarégmém sokat tudnak.

A 19S komplex élesaben, ahol eddig a legalaposabban vizsgalték, Ibgala
19 kulonb6d alegysegbl all (4. abra, I. tablazat). Ez a szam rendszexdsoportok
szerint valtozhat. Vannak csupan fajra jellénegyedi alegységek is, mint az élészt
RPN4, az emberi S15 és[rosophila és emberspecifikus p37A (. tdblazat). A
nevezeéktan eltér a sarjadzé élészt hasado élesgta Drosophila a nbvények és az
ember esetében, ezért megléseh nehéz a kiigazodads a homoldg alegységeket
keresve, bar az utdbbi években a sarjadzé élasatezéktan kiszoritani latszik az
dsszes tobbif. Az emberi alegységek nevei S-sel, az sarjad=széléehériék Rp-vel
kezdbdnek, Rpt (regulatory particle triple A ATPase)Rga (regulatory particle non-
ATPase) az ATPaz és nem ATPaz alegységekreDrBsophila megfelebket
molekulatdmeg szerint, p kedoktivel szamozzak (p110, p97, stb.).
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Drosophila

p110
p97
p58
p56
p55
p54
p50
p48A
p48B
p42A
p42B
p42C
p42D
p39A
p39B
p37A
p37B

p30

|. tablazat

H. sapiens S. cerevisiae
S1 Rpn 2
S2 Rpn 1
S3 Rpn 3
S4 Rpt 2
S5b Rpn 5
Sha Rpn 10
S6’ Rpt 5
S6 Rpt 3
S7 Rpt 1
S10 Rpn 7
S9 Rpn 6
S8 Rpt 6
S10b Rpt 4
S11 Rpn 9
S12 Rpn 8
UCH37 -

S13 Rpn 11
S14 Rpnl2
ADRM1 Rpn13
- RPN4

A 19S regulator komplex alegységeinek homoldgjabrosophila

melanogaster-ben, Homo sapiens-ben ésSaccharomyces cerevisiae-ben
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Az Rpnl0 alegység génjét nem tartalmazé sarjadesztEhdél nyert
fehérjemintaban a 19S regulator komplex fiziolébg@snagyobb sdékoncentracio
hatasara két kilonallo komplexre esik szét, amealjegpnak (base) és fének (lid)
neveztek &. Az alap a 20S komplexszel szomszédos hat AAA AT,Pélamint
négy masik, nem ATPaz alegységet, az Rpnl és2Rpal0-et,valamint az Rpn13-
at*>® foglalia magéba (4. &bra). A féda maradék, 6sszesen kilenc alegységet
tomoriti*>, amelyek az alapra épiilnek tavolabb a 20SHzek a sztdchiometrikus
(1:1) alkotéelemek, amely szamos tisztitasi |épésggyltt frakcionalodnak, képezik
a szorosan vett proteaszémat. A proteaszOma maggadmos szubsztéchiometrikus
elem kapcsolodik, amelyeket fontos szereplik migttodeaszomahoz sorolunk. Ezek
szama rohamosarbraz utobbi idben, kdszonhéen az egyre enyhébb és gyorsabb
tisztitasi eljarasoknak és a tdmegspektrometriggdégéne®’. A feds alkomplex 8
szorosan vett tagjanak mindegyike szekvenciahonwlszerint megfeleltethétkét
maésik, hasonl6 felépitékomplex egy-egy tagjan&k A két masik komplex a COP9
szignaloszoma és az eukariota iniciacios faktok &0P9 szignaloszOma szerepét a
névényi fotomorfogenezisben irtdk le, de ma mamsmaszignalizacios folyamattal
hozzak kapcsolatba az egész eukariotavildgban. Kimutattdk, hogy képes
interakcidba lépni a fédalkomplexszel, és ez szamos hipotézisnek adoftoala
tobbek kodzott annak is, hogy a szignaloszoma kégest a fedt helyettesitve a

regulator komplexben alternativ fédbnt a proteaszomairkddését befolyasolni.
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Rptl/p48B

CKA
Cdc28
Chks1

Pap1

TNFR1
Stetp

R N
Clices —

E4{Ud2)
ly-Ub
poly-Ub substrates

hHRad23, Rad23
RyR
101, MyoD, E12

S5h* Centractin

Rpn4*
bRanBP-2
Gpal

HEC MBET )
E‘?h EEE ¥me1 P28 (gankyrin HIV-1 tat
WVHL
TR, RARc, ERa, VDR, RXR A4
E:I:% PhLF, PhLOP Dynamitin Tata-box-binding protein
-Fos 27"
XPB (TFIIH) p27* "
VP18
AdE1A
SVa40-T
Tata-box-binding protain
520l
@ Phosphorylation Basa' Gxfee — Interactions — Interactions with
@ Non-essential subunit © ATPase :f:{;?sgme m‘;ns .
MNon-proteasomal snburets
proteins LidD FCl
* Spoecies- or tissua-spacific @ MPM

Intaractions determined by genetic studies

4.abra A 19S regulator komplex szerveimése

A 2000-ig ismert alegység-alegység kapcsolatokagmint néhany alegység-nem alegység

fehérje-fehérje interakcidjat vonalak jelzik. A ffsrilaciot piros kérben P bitjelenti, az

ATPazok zoélddel, a nagy strukturalis alegységelviil, az Rpn10/S5a/p54 pirossal, aéfed

alegységek sargaval és tirkizzel jeloltek. Az aKmtherine Ferrell és mtsai. cikkéb
szarmazik (Trends in Biochemical Sciences, 25(2)38 (2000).).
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A 19S requlator alap alkomplexe

A 20S komplexa-alegységei kozvetlenil kapcsolatban vannak a atgul
komplex hat egyedi ATP&az alegységévelEzek az ATPazok az AAA/CAD
szupercsaladba tartoznak és egy hattagaigwlkotnak a 20S felszinén és a regulator
alapjan. Az AAA tipust ATPazok 230 aminosav hos82A modult tartalmaznak.
Ezen belll helyezkednek el a P-hurok ATPazokraneth Walker A és B ATPaz
motivumok, és ezenkivil egy masodik homolog régimelynek funkciéja nem
ismerf®. Ezek az ATPazok képezik altalanos vélekedés rezarregulator komplex
motorjat, mivel az ATP hidrolizis képessé tehéket olyan energiat igényl
miveletek elvégzésére, mint a szubsztrat kiteker@és@0S kapu felnyitasa és a
szubsztrat transzlokacioja a katalitikus kamrabeekEt a funkcidkat, kilondsen a
kapuzést, mar szamos bizonyiték tadmasztjd'.alhz ATP&az funkcid ezenkivill
szilkséges a 26S proteaszéma alkotorésizedotery létrejottéhez. Az ATPazok
reverz chaperonként tkodhetnek a szubsztrat kitekerésé@béh Mas AAA tipust
ATPazok (mint pl. a Cdc48/p4Y) is hattagt giriiket alkothatnak. A proteaszémalis
ATPazok N-terminalis régiojarol feltételezik, hogyedialja az ATPaz alegységek
kozti interakcidkat és a szubsztratok felismerésétel coiled coil struktirakat alkot,
de mas AAA ATPazok az ATPa4z doménen keresztul oigrizalodnak. Mindegyik
ATPaz alegység esszencilis sarjadz6 éesrt.

Finley és munkatarsai 1998-ban egyenként mind arjadzo éles#t ATPaz
alegység esetében a Walker A motivumban felléllkenzervalt, az ATP foszfatjat
kots lizint konzervativ vagy nem konzervativ modon lettgsitették mas
aminosavakkal. Ezaltal ugyanolyan mutéciét sikeriilt |étrehoznk a@sszes
ATPazban, igy a mutacidk hatdsai 6sszehasonlithat@tak. Harom csoportba
soroltak sulyossag alapjan a mutansokat: az RptAcidja okozta a legsulyosabb
fenotipust, mivel még egy konzervativ helyettesigetetalis volt. Az Rpt3,4 és 6
konzervativ helyettesitését hordozé élésatélt, mig a nem konzervativ helyettesités
letalis volt. A harmadik csoportba tartozott az Res 5, melyek a konzervativ €s nem
konzervativ helyettesitést is jol toleraltak, nalzapt5 mutans lassabbarbth, mint az
rptl. Kanavanin stresszre aptl €s 5 nem konzervativ helyettesitést hordozé
mutansok sulyos novekedési defektust mutattak. Aakanin egy arginin analog,

amely ha beépul a fehérjébe, annak szerkezete Mmzjkaés a proteaszéma
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szubsztratjava valik. A kanavanilalt fehérjék tomedelitheti az ubiquitin-
proteaszéma utat és ez sejthalalhoz vezet. Ezekedmények jelzik, hogy az ATPaz
alegységek funkciondlisan nem redundansak.

Modellszubsztratok lebontaséat vizsgalva megahapdt volt, hogy azptl-et
kivéve, amely jol bontott még kanavanint tartalmazzubsztratokat is, minden
mutansban stabilizalodnak a szubsztratok. Altalabarmutansok G2/M késést
mutattak a sejtciklusban, mig gatl mutans a G1-ben rekedt meg. 41,3 és6
mutansok nem befolyasoltak a 26S proteaszoma @sseédesét, noha ez egy ATP
kotéstl fuggo folyamat. Létrehoztak egy részben meneki@® mutanst, amelyben
egy olyan szupresszor valtozatat expresszaltdk manegé ahol a Ser241l-et
helyettesitették fenilalaninnal. Ebben a mutansham tortént meg a proteaszéma
0sszeszerétlése. Minden pontmutans ATPaz képes volt beépiBtiSakomplexbe.
A részben menekitettpt2 mutdnsban a proteaszoma peptidaz aktivitdsa egy
nagysagrenddel lecstkkent és a tisztitott proteaazdem bontotta az ubiquitinalt
fehérjéket. Szintén Finley és csoportja 2001-beorbjitotta, hogy az Rpt2 alegység
az, amely felnyitja a 20S komplex axialis csataihéaza-alegységek N-terminalisait
eltavolitva a szubsztrat @(*. Kisérleteikben a részben menekitgit2 mutaciot
kombinaltak N-terminalison csonkait-alegység mutansokkal, amelyeknek kdzponti
csatornaja folyamatosan nyitott. Kiderllt, hogy az-alegység mutaciok
szupresszaljak apgpt2 mutacidé peptidaz aktivitas csokkénhatasat a 26S forma
esetén.

Az ATPaz alapu regulator komplexek nem csak az rebtiék kozott
fordulnak eb. A PAN (proteasome-activating nukleotidase) Methanococcus
jannaschiiArchaea AAA tipusu (ATPases associated with variactivities) ATPaza.
Ez a 19S ATP&zaihoz szekvenciaszinten hasonlésagtdt. A rekombinans PAN
nagy molekulatomdgkomplexet képez és aktivalja NTP (nukleotid-trifiag) fugd)
modon aThermoplasma&0S proteaszoma fehérjebontadggécherichia colban és
mas, nem Aktinomycaetaeubaktériumokban a HslV 20S jeliegproteolitikus
komplex kapcsolédik a HslU (ClpY)-hoz, amely az AEBk Hsp100/Clp csaladjaba
tartozik. A prokariéta ATPazok, mivel mas szubditiésmerw komponens nincs
jelen, valészitleg nem csak kitekerik és kozvetitik a proteolisikinelyre a

szubsztratot, hanem fel is ismerik‘azt
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Az el proteaszoOmalis ATPaz géneket még Ugy azonositéteszében és
emberben, hogy nem tudtak réluk, hogy a proteasa@mgponensei. Ennek ellenére
funkciojuk nem volt kétséges: az eukariéta tranpzibban jatszottak szerepet ezek a
fehérjék. 1992-ben Johnston és munkatarsai ®gi4 mutacié szupresszoraként
azonositottak két mutanst, saigl és 2-t, amelyek késbb az Rpt6 és 4 ATPazok
mutansainak bizonyultdk” De eredetileg transzkripciés aktivatorokként iséle
fel szereplket, ugyanugy, mint az Mssl-ét, ameletllvV Tat fehérje pozitiv
modulatoraként kozoltek 1& Mara kidertlt, hogy az Mss1 valéjaban S7-kéntt{iRp
az egyik proteaszomalis ATPaz. Minthogy felderfietthogy ezek a fehériék a
proteaszéma részei, kézenfékwolt a magyarazat, hogy a fehérjelebontasban
segédkezve vesznek részt a transzkripcié inici@oa). Ezt a koncepcibt
alatamasztani latszik, hogy szamos transzkripekof és maga az RNS polimeraz Il
legnagyobb alegysége is degradalodik a proteaszmfiablyen transzkripciés
faktorok példaul a Gen4, a MAR, a p53, a c-Jun, a c-Fos és a MyoD.

Mégis szamos genetikai és biokémiai adat sugdiigggy a 20S komplex
nélkil (azt deletdlva vagy gatolva) a 19S oOnmagaképes a transzkripcid
aktivacidjara, kulondsen bizonyos élésptomotereken, mint pl. @all-10promoter
és aGal4, ho-, valamint oxidativ stressz indukalta promoted¢knutattdk tovabba a
19S komplex szerepét a DNS javitasBass a transzkripcié elongaciojaBais. A
Rad23 funkcidja sejtetni engedi a regulator kompegrepét a DNS javitasban. A
26S vagy 20S komplex transzkripciot szabalyoZik@désére bizonyiték az, hogy a
transzkripcié terminaciojahoz szikséges a 20S kexppmivel ez feldusul a
terminaciés helyeken és gatlasa csokkenti a sikemesinacio valosziiségét’. A
LIM transzkripcios faktorok esetén a koaktivatornkmexek csak a korepresszor
komplexek proteaszémalis lebontasa esetén tudnakaférni a kdthelylkhoz. A
nem proteolitikus funkciéknal az ATPaz alegységdiaperon-reverz chaperon
aktivitasa kerill e@ltérb€>™ Feltételezhéen a kitekes funkciok azok, amelyek
példaul az elongaciot segitik a FACT komplexszdb&inhatva. A H3-as hiszton
metilacidja fiilgg az Rpt4 és 6-t6l és a H2B ubigditiojatol”.

A legebsebb mai bizonyiték a 19S oOnall6ikddésére az, hogy 20S
partikulum nélkil komplexet formal a SAGA koaktigétal, amelynek transzkripcios
faktorokkal, pl. a Gald-gyel valé interakcidjat fmed’. Kromatin

immunprecipitacios kisérletekb kiderult, hogy éles# genomon a 19S és 20S
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komplexek kéthelyei atfedek, de nem azonosak Szintén érdekes eredmény, hogy
a Cdc20 (APC/C aktivator) gén promoterére éldmmt a Cksl (a ciklin-CDK
komplex 3. alegysége) kikoti a proteaszomat, hotpareszkripcios aktivacioban részt
vegyefi?.

Szamos ATPé&z alegység, koztik az Rptl és ortologgpesek alap
transzkripcios faktorokkal kdlcsénhatni, kompleképezni, amelyben nem figyellbet
meg a 20S partikulufi®*

Az Rptl ATPaz kulénlegesnek bizonyult a Finley prst munkaja alapjdf
abbdl a szempontbdl, hogy az ATP4z domén aktivénely elrontasa nem okozott
sulyos fenotipust és minden modellszubsztratotbgitott a mutans proteaszéma.
Azonban a gén olyan mutécidja, amely egy lézitzoackodold régiobafi, G2/M
fazisban valé megallast és nagyon lasst néveKBdédtott ki sarjadzé élesien.
Az rptl null mutans az élesresetében letafls Mas éblényekben kevés genetikai
adat all rendelkezésre é&raz alegysédi. Egyedil Drosophila S2 sejttenyészeten
végzett RNS interferencia mutatta ki, hogy a leksdk Rptl RNS szint gatolta a
sejtproliferaciot, megnoévelte az apoptézis valdszbgét, csokkentette bizonyos
peptidek proteolizisét, a kezelt sejtekben szétemeP6S proteaszoOma, nagyobb
mennyisé§ 20S komplexet eredményezve és ez megndvelte abpplitinalt
fehérjék mennyiség® Az emberi S7/Rptl1st kimutattak, hogy foszforilaltan fordul
els sejten belf. Az éleszb rptl-2 az rpnl2vel genetikai kolcsdnhatast mutat,
mutaci6ik szintetikusan letalis¥k A rekombinans Rpt1Rpt2 heterooligonievitro
képes egyes szubsztratok proteaszémalis degraéléfoépzni®. Az Ubr2 ubiquitin
ligaz delécidja azrptl mutaciéval kombinalva szintetikus ndvekedési defetk
eredményez RPN4 tlltermeltetés es&téhz eukaridta transzlacié elongécié faktor
1A képes kotranszlaciésan sérllt, emiatt multiuiigglt fehérjéket a
proteaszéméahoz szallitani, ahol az Rptl-ervdi&t>. Az Rptl alegység mutacidja
gatolta ezt a lebontasi utat. Az Ubc4 enzim, areélyen az Utban ubiquitinél, szintén
az Rptl-en keresztiil kiitik a proteaszémahdz

Az alaphoz tartozik még az Rpnl és Rpn2, valanunRpn10/S5a/p54. Az
elobbi keth 20% szekvenciahasonl6ésagot mutat egymassal. AZL Fggn 2 C-
termindlis 400 aminosavaban leucingazdag 35-40 @sairas isméidések
taladlhatok. Hasonlo ismétiések jelennek meg az APC/C legnagyobb alegységében
az Apcl-ben is. Az Rpnl és 2 ubiquitin interakamdstivum-szeif szekvenciakat is

tartalmaz. Mindkett kapcsolatot l1étesit ATPaz és éealegységekkel is, igy alakult ki
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az a nézet, hogy ezek az alegységek képezik adtegujerincét, egyfajta vazat
alkotnak, amelyen a tdbbi alegységkodik. Ezt ebsiti, hogy az ubiquitin ligazok és
UBL-UBA domén fehérjék, valamint az Rpnl0/S5a/p54 az Rpnl-hez
horgonyozédnak3334

Az Rpnl0/S5a/p54 alegység volt azdéelsroteaszomalis fehérje, ameiyr
bebizonyosodott, hogyn vitro 48-as lizinen keresztkdtdtt multiubiquitin l1ancoka
képes kotrf. Azéta az egyik ATPazrol, az IBRpt5-6l is ismert, hogy fotoaktivalt
keresztkét szerrel multiubiquitin lancokhoz kéti#éf. Az S5a-rél kideriilt, hogy ez
az egyetlen alegység, amely tébb fajban jékembennyiségben @&@brdul monomer,
proteaszéma altal nem kotott formabai Ez vezetett a hipotézishez, hogy egyfajta
ingazo faktorként szubsztratokat szallit a citdsabhk proteaszémah8z’. Az S5a
fehérje C-termindlis felében keét, ubiquitin intecels motivumnak (UIM) nevezett
szekvencia is talalhatd, amely a négynél nagyobsztemu ubiquitin lancok hidroféb
felszinével 1ép kolcsonhatadha A C-termindlisabb UIM a sarjadzé élesil
hianyzik, minthogy ennek Rpnl10-e révidebb é&mnEsDrosophila ortolégjainal. A
sarjadz6 élesétRpn10/S5a/p5delécidja nem okozott detektalhatd fenotipustpasu
a modellszubsztratok némelyike stabilizalodott leenBs érzékenyebb volt
aminosavanalégokra, példaul kanavarinr&zenkivil megemelkedett az ubiquitin-
fehérje konjugatumok egyensulyi szintje. Ez a nwpgfiés vezetett végul mas
ubiquitin receptorok, pl. a Rad23 és a Dsk2 szerelpéelderitéséhez. Az () ubiquitin
receptorok felfedezése azt sugallta, hogy az RpgelEhtbsége elhanyagolhaté a
szubsztratfelismerés szempontjabdl. Az Rpnl0 mafgasadi ortologjainak
genetikai vizsgalata viszont egészen mas erednadott. A Physcomitrella patens
alga fejbdése megall az Mcb1/Rpn10 hianyaBiaArabidopsisban agpnl0 mutans
pleiotrop fenotipust mutat. Tobbek kozétt jellém? a csokkent csirazasi képesség,
gyengébb novekedés, kisebb porzészam és csokkembhandukalt sejtosztodds
Drosophilaban bébletalis a Rpn10/S5a/p54 delédf8jad Drosophila p54 mutéans
larvdk agya mitotikus defektusokat mutatott, a MWdlbm felszaporodtak a
multiubiquitinalt fehérjék és megndvekedett a 2668tgaszoOma mennyisége is. Az
ubiquitin receptoroknal leirtak szerint ma mar tdbbudunk a proteaszémalis és
extraproteaszomalis ubiquitin lanc felisiivéaktorok szerepét.

Az RPN4 csak sarjadz6 élesaen talalhatdo meg, ahol nagyon fontos szerepet
tolt be: negativ visszacsatolassal serkenti az eg@ssproteaszoOmalis gén

transzkripcidjat, majd az 6sszeszerelt proteaszamaibiquitin figg és fliggetlen
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médon egyarant bomfR1°21%392Kapcsolédik az Rpn2-hoz, igy akar alegységnek is
tekinthetjilk. Az RPN4-et az Ubr2 ubiquitin ligadi ki a lebontasr¥. Vannak arra
utalé adatok, hogy magasabbréekben esetleg a Rpn10/S5a/p54-nek lehet hasonlo

transzkripcios aktivator szeref&4

A 19S requlator fetlalkomplexe

A fedd alkomplex alegységeinek szerepe ma meg viszorkgagsseé ismert.
A legtobb alegység esszencidlis élében, kivéve az Rpn9-8t A hipomorf
mutaciok csupan multiubiquitinalt fehérjék felszequhsat és sejtciklusblokkot
okoznak, de segitségiukkel nem sikerllt még az ségpk egyedi sajatossagait
megismerni. Ez aldl kivétel az Rpnll és az Rpnl2.Rpnl12ninl-1 mutacioja a
G1/S és a G2/M atmenetben egyarant blokkot okozefslyasolja a sejtmag
integritasdt’. Az Rpnll egyedi funkcitjara élesen és endisokben 2002-ben
bukkantak r&"1% Az alegységben és COP9 szignaloszéma parjabaabHCsn5-
ben is jelen van egy Jabl/MPN domén-asszocialt |loetpeptidaz (JAMM)
motivum, amely egy Zi -et képes koordinaif’. A JAMM motivum aktiv
hisztidinjeit alaninra helyettesitve a proteaszokeégtelen volt deubiquitindlni a
multiubiquitinalt Sic1-éf® és a mutacié letalisnak bizonyult. Kideriilt, hogy
proteaszémaban az Rpnll alegység az, amely bjategitubiquitin lehasadasat a
szubsztratrol, miétt az a katalitikus komplexbe taplalédna. A leha@sadélkul a
szubsztrat nem halad tovabb a kdzponti csatorndbdeubiquitinaciés reakcié 2
fuggd volt. Hasonl6képpen a Jabl/Csn5 is egy ubiquiditisiehérjét, a Nedd8-at
tavolit el az SCF ubiquitin ligaz komplex Cull ateggéél Zn**-fiiggs médort®. A
fent emlitett jelenségek&rosophilaés emberi sejttenyészetekben is megfigy&iték
Ma mar ismert, hogy mas proteaszoOma asszocialtigigitibaléo enzimek, mint pl. az
Ubp6 is részt vesznek a szubsztratok deubiquisaéld@n, egyuttiikodve az Rpnll-
gyel'®®. Drosophildbanés emberben a p37A/Uch37 ubiquitin C-terminaligrdiéz
alegység is képes deubiquitinacidtaSarjadzo élesiben az Ubp6 ébb mikodik a
degradacios folyamatban, mint az Rpnll: mig az Rpegészben tavolitja el az
ubiquitin lancot, addig az Ubp6 a lanc végéavolit el szukcessziv modon egy-egy
ubiquitint, ezzel csokkentve a proteaszomalis difgpid valdszitiségét. Az Ubp6-

nak van egy masik, proteaszéma gatlo aktivitasanely Ggymond isblakot teremt
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a deubiquitinalé aktivitasnak, hogy a szubsztréésizben deubiquitindlja. Tehat az
Ubp6 ellene hat a célfehérje degradaciéjanak, migenll edsegiti azt*®

A Hul5 ubiquitin ligaz az élesétproteaszomahoz szorosan asszocialt fehérje,
amelynek aktivitisa proteaszéma féiggMint felfedezték, a Hul5 képes
meghosszabbitani azokat a multiubiquitin lancolkanelyek a proteaszoméahoz
érkeznek. A Hul5 aktivitast ellenpontozza az Ubpgkadése, amely elhidrolizalja a
Hul5 altal meghosszabitott lancot. Aul5 nullmutansban szamos szubsztrat
degradacioja csotkken. Bul5 nullmutans szupresszalja akzp6 nullmutanst, vagyis a
Hul5 és Ubp6 fehérjék egymassal ellentétes aksiviféjtenek Ki*’. Az eddigi
eredmények alapjan ugyirtik, hogy az ubiquitin lancok keletkezésének és

hidrolizisének folyamatos egyensulya biztositj@pizmalis proteaszémalis lebontast.
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Célkitiizések

A proteaszomalis ATPazok egyedi tulajdonsagai, mkig&n magasabbrahd
eukariotakban, ma még kevessé ismertek. Ma nzaosophila melanogastdren P-
elemek altal okozott mutaciok gjgeménye széles kdrben hozzaféshafutatasaink
soran ceélul dztuk ki, hogyDrosophila mutansok vizsgéalataval a regulator komplex
ATPaz tagjainak, koztilk az Rptl-nek a funkciéjatymiben megértsik. Terveztik
vizsgalni egy hipomorRptlmutans térzsben:

- a mutacié hatasmechanizmusat

- a proteaszOma szerkezeti 6sszetettségeét

- a multiubiquitinalt fehérjék és szubsztratfehiéfiglszaporodasat

- az Rptl foszforilaltsagat és kromatinhoz valdédsapodasat

- Rad23B fehérje éfordulasat

- a mutacio genetikai interakcioit és mitotikusddpusat.

Feltételezésiink szerint &ptl mutansok fényt deritenek ennek az alegységnek a
proteaszOma szerv&desében, szabalyozdsaban, szubsztratfelismerésébera

transzkripcidban betdltott szerepére.
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Anvagok és modszerek

Az Osszes keresztezést és az ecetmuslinca toresekaftasat 25C-on, standard

(éleszd, kukoricaliszt, szachardz és agBrpsophilataptalajon végeztik.
Uj allélok létrehozasa P-elem remobilizacioval

Ahhoz, hogy mobilizaljuk a P{lacWgpt¥*'® elemet, w;
P{lacW}RptI'9CyO sziz legyeket kereszteztiink; CyO, Py 2-3}/ Bc Gla Fr
himekhez. A kovetkeéz generaciobdl aw; P{lacW}Rpt¥'''9 cyo, Py 2-3}
Jumpstarter® himekeyw; CyO/Scosziizekhez kereszteztik. Az ébkikelo fehér
szenti legyeket(dP{lacW}Rpt¥*9Cy0), amelyekbl feltehetleg hianyzott a P-
elem, kereszteztligw; CyO/Scolegyekhez, hogy torzset alapitsunk az utédokbal.
Ezeket a torzseket teszteltik komplementacioraedet P-elem mutans torzzsel és a
nem komplementaldkat vizsgéaltuk tovabb. Ezek lar#anak meghatarozasahoz a
CyO, P{ActGFP}JMRDbalanszer kromoszdma felett fenntartott alléldioenozigdta
L1 larvakat gyijtottink Leica MZFLIII fluoreszcens mikroszkop dlats vizsgaltuk
letalfazisukat. A letalfazis meghatarozdsa a kompletacios tesztnél olvashat6. A
RptT™! mutanstT(2;3)TSTL,CyO:TM6alanszer felett tartottuk fenn és ezt a térzset

hasznaltuk az 6sszes biokémiai kisérletben.

Az Rpt¥p48Bmutacio fenotipusanak menekitésdrarl ektopikus

expresszidjaval

Azért, hogy a pCaSpeR4-Ubi-p63E promdRptl menekid DNS
konstrukciét létrehozzuk, a RHXpHSS7-Up2 plaztiidNotl-BamHI fragmentjét,
amely az Ubi-p63E promotert tartalmazta, ligaltupBluescript Il KS vektor Notl-
BamHI helyeire. Ebben az elkészilt konstrukciobdmongottuk az Ncol helyet
azaltal, hogy ezzel az enzimmel vagtuk, Klenowrpeliazzal felt6ltéttik és ligalassal
recirkularizaltuk a plazmidot. Ezt a konstrukcidhésztettilk BamHI és Notl-gyel, az

ebBl az emésztésih szarmazd 2,2 kilobazisparnyi (kb) fragmentet attolk agardz
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gélsl a QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) segitségével és athtigiCaSpeR4
vektor'® BamHI és Notl helyeire ligaltuk. ARptIp48Bgént és a kornyézgenomi
régiét PCR-rel amplifikaltukv'*'® adult genomialis DNS-t hasznalva templatként az
Rptl promoter fwd (5 TAGAAGTTAAAAGTGGCTACACATC 3') éfar Rptlrev

(5" TACGATCGCCTCGGACTTATCATCACTC 3") primerek sesggeéevel (30x [
95°C 30 sec, 52 1 min, 68C 3 min]). A PCR terméket a PCR Clean-up Kit-te} (V
Gene) tisztitottuk, Mph1103l és Nhel enzimekkel tuigés ligaltuk a hasitott
pCaSpeR4-Ubi-p63E promoter vektor Pstl és Xbal disdy A kész plazmidot
szekvenaltattuk és a szekvencia hibait, amelyelER reakcié okozott, kijavitottuk
olyan médon, hogy restrikcios endonukledzokkal gsgda hiba kordli régiot, ezt a
részt hibatlan szekvencidifptl klonbdl szarmazéd azonos fragmentekkel potoltuk. A
pCaSpeR4-Ubi-p63E promot&ptl konstrukciot és amp25.7 WC segédplazmidot,
amely aA2-3 P-elem transzpozazt tartalmazta™'® embridkba injektaltuk. A
transzforméalt legyeket aw'™  marker jelenlétére szelektalfdk A P-elem
kromoszémalis lokalizacidjat megallapitottuk és ambzigdta életképes vonalakat

hasznaltuk fel a menekitésre.

Polimeraz lancreakcio

Az inverz PCR-t a BerkeleRrosophilaGenome Project Resources weblapon
(http://www.bdgp.org/about/methods/inverse.pcr)rtlehodszer szerint végeztik a
Placl és Plac4 primerekkel. A P-elem remobilizadibal okozott mutaciok
kimutatdsara hasznalt primerek a kovetkez voltak: Rptl rev (5
GATAAGCTTGTTGTAGGTCATGTAGCGTGGAGTGG 3') éRptl promoter fwd
(5' TAGAAGTTAAAAGTGGCTACACATC 3') par (35x[98C 30 sec, 51C 1 min,
68°C 2.5 min]), valamint a f&ptifwd (5' TCGTGGGCTGCTGCTTAGAACAAAC
3") és faRptlrev (5' TACGATCGCCTCGGACTTATCATCACTC 3') par (354%C
30 sec, 68C 1 min, 68C 4.5 min]). A genomialis DNS-t a BDGP modszeresdla
fentebb) szerint preparaltuk. A PCR-re a GoTag™ Dpifimerazt (Promega)

hasznaltuk.
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Szemikvantitativ reverz transzkripcié kapcsolt PCR

A total RNS-t Trizol™ reagenssel (Invitrogen) iztl& 5-10 darab larvabol
€s babbol. Miutdn RQ1 RNaz mentes DNazzal (Promé&gagltik az RNS-t, a
mintakat reverz transzkripcionak vetettik ala a é®eMd™ First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas) és random hexamer prkrfetbasznalasaval. Azért, hogy
O0sszehasonlitsuk a relatiRpL23 cDNS koncentraciot a mintakban, kulonboz
mennyiség vad W''9 és mutansRpt’?) cDNS-t PCR-eztiinlRpL23 riboszéma
alegység specifikus primerek segitségével RplL23 upper: 5
GTGATGAACTGTGCCGACAA 3 és RpL23 lower: 5
CCTTCATTTCGCCCTTGTTG 3’), GoTaqg™ DNS polimerazt 28 amplifikacios
ciklust hasznalva (20x[9& 30 sec, 58 30 sec, 68 30 sec]). A PCR termékeket
agar6z gélen detektaltuk és azokat a cDNS menrglisgég amelyek azonos
savdenzitast mutattak a vad és mutans mintdkaelbasanlitva, hasznéltuk &ptl
és Rad23B cDNS-ek amplifikaciéjara a real-time PCR-nél fetdb primerekkel
(35x[95°C 30 sec, 6 20 sec, 68 20 sec]), illetve aRptl ORF fwd (3-
ACTACCTGGGCGACGACCA-3) ésRpt11/3 rev
(5-TCTTGGGAGGCAGCGGAATG-3 primerparral (35x[9%C 30 sec, 5% 30
sec, 68C 30 sec]). 35 amplifikacios ciklus utan a termékedgaroz gélen futtattuk és
fotdéztuk. ACG17985cDNS amplifikaciojara hasznalt primerek a kovetikexoltak:
CG17985 (j fwd: 5’GCAATGCGCGCCAACAACAA 3 ésCG17985 G rev:
5'CGTAGGGTTGCTCCATATTGGCTTC 3'. A hozzajuk tartopéogram 35x[95C
30 sec, 58C 30 sec, 68 40 sec] volt.

Real-time PCR

A felhasznalt primerek a kdvetkikevoltak:
Rad23ealtfwd (5 ACGGGATTCTGATTACAAAAGGT 3Y),
Rad23ealtrev (5' CTAGACGAATCGCGTGTCAA 3),
Rptlrealtrev (5 CTTGTCCTCCTTCTCATCGTGCTTCA 3))
ésRpt1cDNS fwd (5' TTCTCCCATCTCTATGCCAAATTGTTCAGTC 3.
Ahhoz, hogy kvantitativ modon dsszehasonlitsuRpi, Rad23Bésrosy mRNS-ek

mennyiségeit, totARNS-t izolaltunk az RNeasy Kit-tel (Qiagem'*'® és Rpt1™
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mutans babokbdl a gyart6é cég utasitasait kovetzeegyszali cDNS-t 1 pg RNSb
szintetizaltuk a TagMan Reverse Transcription Rea&Bl) felhasznalasaval. A
Rad23B Rptl ésrosy mRNS-ek relativ koncentraciojat kvantitativ RT-R€R (ABI
Prism 7300) hataroztuk meg a megfé€leDNS-ekre, valamint 48S rRNSe, mint
kontrollra specifikus primerek felhasznalasavalYlBRGreen festék inkorporaciojat
kovetve. A 18Fw,18Rewy F ésry R 18S rRNSEsrosy specifikus primereket mar
mashol leirtak'> A Cr értékeket két nagysagrenden ativéhlibracios gorbéhez
mértik. A AACr mddszert® hasznaltuk a relativ gyakorisdgok szamolasara.
Minthogy az Rptl intron nélkili gén, arosy PCR termékek olvadasi gorbéjének
analizisébl kovetkeztettink a genomi DNS szenny@é@s esetleges jelenlétére a

preparatumokban.

Komplementaciods teszt

A Df(2R)ED1715és Df(2R)ED1725 deficiencidkat a szegeddrosophila
torzskdzpontbdl szereztik  be €és a komplementaciogsztekben
Df(2R)ED171%CyO,GFRként ésDf(2R)ED1725/CyO,GFRként hasznaltukket. A
CyO,GFPfelett fenntartottRptl allélokat kereszteztilk ezekhez a deléci6khoz és a
keletked hemizigotakbol 100 darabot Leica MZFLIII fluoresns mikroszkdp alatt
kivalogattunk L1 stadiumos korukban. Ezeket aztdlat malnaszorppel és D-
glukdézzal dusitott agaron tartottuk °Zson. A hemizigotak letalfazisat aszerint
hataroztuk meg, hogy melyik stddiumban pusztula €l00 darab allat tébb, mint
50%-a. A négy eredeti P-elem inszerciét, valamiRpet >t allélt is balansziroztuk

CyO,GFRvel és a tobbRptlalléllal egyttt hasznéltuk a tesztben.

Fehérjemintdk preparalasa

A bébokat és larvakat proteaszoma pufferben (20 Tig-HCI, 100 mM
NaCl, 5 mM MgC}, 1 mM ATP, 1 mM DTT and 5% glicerin) vagy Laemr8IDS
mintapufferben tartuk fel mikroPotter homogenizédbr A proteaszoma pufferben
feltart mintédkat 4°C-on, 12 500 g-n 15 percig centrifugaltuk. A lebdipoprotein

szennyezés eltavolitAsa végett a fellliszOkat ergdmrifugalas mellett steril
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Uveggyapoton 4C-on megsirtiik. A nativ gélelektroforézis, az immunoblot dnsl
és a poliklonalis és monoklonalis ellenanyagok akdr kordbban részletesen
megtortént’ 2 A poliklonalis anti-ubiquitin ellenanyagot a DAKEEgHt| szereztiik
be, az anti-Rad23A ellenanyagot nyulban termekebtikterialisan expresszalt, majd
tisztitott Rad23A fehérje ellen. Az anti-Cim5 eleryagot a 85. hivatkozas ismerteti.
A poliklondlis anti-ciklinA és anti-ciklinB ellengragokat nyudlban termeltettiik
bakteridlisan expresszalt fehérjék ellen. Ezeklienanyagok egy savot ismertek fel
babextrakttal végzett immunoblotokon, és immunfisacens festéssel jellegzetes
mintdzatot adtak vandorl6 L3 larvak agyan: a nikiei huzéfonalak kornyékén
dusultak fel az osztédé sejtekben (Deék Péter ékim#ePal Margit, késziilkézirat).

A burgonya savas foszfatazzal (Calbiochem) végdetbszforilacios kisérletben a
foszfatdz reakciopuffere 50 mM PIPES pH 5.8 és 1 @I volt. A mintakat 1

unit/ml foszfatazzal inkubaltuk 3T-on 1 6ran at.

Kétdimenzios gélelektroforézis

w8 embriokbdl, babokbdl és adult allatokbol, valamRpt’™* mutans
babokbdl citoplazmatikus és magi extraktumot készibk a Bio-Rad ReadyPrep
Protein Extraction Kit (Cytoplasmic/Nuclear) felzaglasaval. A citoplazmatikus
extraktumokat tovabb tisztitottuk a ReadyPMep2-D Cleanup Kit (Bio-Rad)
segitségével. A kicsapott fehérjéket feloldottule&sen kaotropikus 2-D rehidracios
pufferben (7M urea, 2M tiourea, 4%(w/v) CHAPS, 50N T, 2%(w/v) IPG puffer
pH 4-7, 0,002%(w/v) bromfenolkék) (Bio-Rad). A mékat Immobiliné" DryStrip
gélekre (pH 4-7, 18 cm) (Amersham Biosciences)ikittehidraciés maédszerrel. A
Multiphor™ 11 laposagyt elektroforetikus egységet (Pharma&iatech) hasznaltuk
az el$ dimenzios izoelektromos fokuszalashoz (teljgg tdkintve 21 kVh futas) és

egy 7%-os vertikalis SDS poliakrilamid gélt a makatimenziéhoz.

Nyalmirigy ériaskromoszoma preparalds és immungesté

Vandorl6 L3-as allapotu larvak nyalmirigy@ikészitettilk az immunfestésre
szant kromoszOmapreparatumot. A kiboncolt nyalmetg3.7% formaldehidben
(Sigma) és PBST-ben fixaltuk, majd 45% ecetsaviéeér¢k) kezeltik PBS-ben.
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Targylemezen és nyomassal szétnyomtuk a nyalmirigyet és élédezt folyékony
levegbs fagyasztas utén lepattintottuk. A lemezeket PBESSA+borjuszérumban
blokkoltuk 1 oran at 25C-on. Az elédleges ellenanyagot (anti-Cim5) 1:50-hez
higitottuk a blokkolé oldatban és a lemezeket &@aaat inkubaltuk vele. Ezutan
haromszor 6t percig mostukket PBST-ben és az 1:500-hoz higitott masodlagos
ellenanyaggal (kecske anti-nyal 1IgG Alexa Fluor Btz konjugéalva (Invitrogen))
inkubaltuk a mintakat 1 6ran at 2&-on. Ujabb haromszor 6t perces PBST-vel
tortént mosas utan a lemezeket lefedtik VectaShielijyaz6 médiummal, amely
DAPI-t tartalmazott és a mintdakat OLYMPUS BX51 na&ekoppal vizsgaltuk. A
fotokat az OLYMPUS DP70 kameraval készitettik. Adseer részletesebb leirasat a

117. hivatkozas ismerteti.

Genetikai interakcio

A genetikai interakcié meglétét a masodik kromosaéRptT* mutans és a
harmadik kromoszémasks 2 illetve a szintén harmadik kromoszémés, méddsitot
JRpn10/S5a/p54° mutans kozott teszteltik. Ez4Rpn10/S5a/p546rzs a két, nem
Rpnl10/S5a/p54 gént mendkitranszgént és a harom gént érirdelécidét egy
kromoszéméara rekombinalva tartalmazza. A teézteibrzsek genotipusai

Rptl"/CyO,GFP mks/TM6 ésRptl”Y/ CyO,GFP 4Rpn10/S5a/p54 M6 voltak.

Neuroblaszt preparalas és citoldgiai jellemzés

Vandorl6 harmadik stadiumos larvak agyat PBS-béondoltuk és egy csepp
45%-0s ecetsavba helyeztik 30 masodpercre. Az aggakitan 45%-0s ecetsavban
oldott 3% aceto-orceinnel festettilk 3-5 percig, dnaj felesleges festéket néhany
masodpercig 60%-0s ecetsavban mostuk le. Ezutakisgpepp 60%-0s ecetsavban
oldott 3%-0s aceto-orceinbe helyeztik az agyakatedtik fedlemezzel, és
szirépapirba csomagolva nagyorssen nyomtuk 10-15 méasodpercig. A demez
széleit kéromlakkal fedtik be és a preparatumokaiskontraszt mikroszk6pban
(OLYMPUS BX51) vizsgaltuk 40x és 100x objektivekkel

35



Eredmények

I. Az Rptlgén genetikai jellemzése

A bloomingtoni és szegeddrosophilatérzskdzpontokban négy olyan letalis
P-elem mutans taladlhatd meg, amelyben a P-elenmiiEsépfeltehéen azRptl gént
érinti. Az adatbazisokban megtalalhaté egy otodizercid is, a P{lacWgpt17>
amely ma mar nincs meg egyik térzskézpontban sexrRptl gén terméke a p48B
fehérje, amely aDrosophila 26S proteaszOma regulator komplexének integrans
alkotérésze. Kisérleteink elvégzéséhez mind a féplhet® mutanst beszereztik, az
Rpt°%*3 és Rpt1*!1O allélokat Bloomingtonbdl, aRptl@SH®™ g5 RptfEF@2153
allélokat Szegedt (5./A. abra). A mutacioért feléb transzpozon aRptL*** esetén
a P{PZ}, mig aRptI*!°gs Rpt1@SH07S esetén a P{lacW} volt. ARptIFP@?2153
inszercié a P{EP} elem &ltal okozott mutécidé. A ndgggetlen vonalbdl egyenként
genomialis DNS-t preparaltunk, azt Hin6l restrilcEndonukledzzal emésztettik, kis
DNS koncentracié mellett az emésztményt ligaltuk ezen a Placl és Plac4
primerekkel inverz PCR-t végeztiink. Az amplifikiéltelem és genomi szekvencia
szekvenalasaval kideriilt, hogy aRptP***® az RptI'° és az Rpt1@SH067s
torténtek. AzRptI*!0és Rpt1@SH%7® |acw elemek kozill aRpt1@SH®S glem 3¢
vége az Rptl ORF felé orientalodik, BptI*'° elem ehhez képest ellenkez
irAnyultsagu. AzRpt1F(@2153
és 23. bazisparja kozott foglal helyet. A P{EP}relaz éleszt Gal4 transzkripciés
faktor célszekvencidjat, az UAS-t 14 koépidban taréeza az elem’3végén
Szintén itt talalhaté eglgsp70promoter, amelyil induld transzkripcié hatékonysagat
az UAS-re kdddo Gald tobbszorésére fokozza. Az EP eleimv8géhez megfelél
orientaciéban kozel ésgén transzkripcidjat ilyenforméan a Gal4 faktors#gozasa

EP(2)2153

ala rendeljuk. AZRpt allél esetén az EP elem @ge azRptl gén 5 nem

transzlalt régioja felé esik @ptltranszkripcidéjanak megfeleliranyban. A négy P-

elem inszerciéra homozigéta allatok fenotipusasgéava kideriilt, hogy aRpt1°>®*

RptI110esRptEP@21%3 1610k recessziv masodik larvastadiumu (L2) I&tst, mig

J(2)SHo675

aRpt allél recessziv babletalitast eredményeztekrdsophilaembrioé anyai

hatds kovetkezményeképpen igen nagy mennyi@&$ proteaszémat halmoz fel.
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Ennek koncentraciéja az egymas utan koveétkEzvastadiumokban fokozatosan
csokken, vandorlé L3-ban majdhogynem kimutathat&t4° A kapott letalfazisok
ezzel a folyamattal 6sszeegyeztebbeé&tvoltak.

A bloomingtoni torzskdzpontban talalhaté egy etétém-szulfonattal (EMS)

134lis. Ez az allél élzetes

végzett mutageneziéb szarmazoRptl allél, az Rpt
adatok alapjahi®*®'a fenti négy P-elem inszerciobol BRpt*%*3t, azRpt1‘*1 %t és
RptEP@2%3t nem képes komplementalni. Ez az allél recessaigisodik

larvastadiumu letalitast mutatott.
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A.

3538k 3530k 3540k 351k 3542k I3k

Gene Span
CG30492 Fptl L0491
[ ]

CG17985
<, ]

HRNA
CG30492-RT Rpti-RA CG30451-RA

CG30492-RA
CG30492-RE

CG17985-RA
1 |

M1}

Transgene insertion site
P{lachly1(2 pSHOETRLEHOETS] P lach1 (2 3 3HOOSE L SHOC

P{PZ3Rptil05643]
P{ER+RptilEPZ153]

B.

- —+Hh —HH1— | - i

a. b . de.fq. h. . J.

) | b | i

CGATIBS 1. 2 exon Rpt! CO17085 3, exon

5. abra Az Rptl gént tartalmazé genomi régié vazlatos képe és alliasznalt
primerek elhelyezkedése

A. Az Rptl gén 5,5 kb-nyi kdrnyezete @G17985génnel és a P-elem inszerciok egy
részének feltiintetésével. CDS-fehérjekddolo régiv. mRNS-ben az exonok vastagon
jeloltek.

B. A felhasznalt primerek elhelyezkedése a vizsgaiegézekvencigjan.

a. far Rptlfwd, b. CG17985(j fwd, C. CG17985(;j rev, d. Rptl promoter fwd,e. Rptl

cDNS fwd,f. Rpt1ORF fwd,g. Rptirealt rev . Rpt11/3 rev,i. Rptlrev, j. far Rptlrev
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Az Rptlgén aCG17985gén masodik intronjaban foglal helyet, tehaRqutl
tulajdonképpen gén a génben (5./A. 4bra). Ez magpihte a mutans fenotipusok
értékelését, hiszen a nagyjabol 11 kb-os integodlrekvencia nem csak &ptl,
de aCG17985funkcidjat is karosithatta. Ezért elhataroztukgyhealamilyen médon
modositjuk az allélt, hogy €G17985mutacidjanak csokkenjen a valod@ége. E
célbol dontottink azRpt?**° P{lacw} elem remobilizalasa mellett. A P-elem
kivagédasa preciz vagy impreciz moédon is végbemehepreciz kiugrasok a
transzpozont nyomtalanul eltavolitiak, mig a nemkélétes kiugrasok
eredményeképpen a P-elem egyik, masik vagy mindk¢e bennmaradhat az
inszercio eredeti helyén, vagy a kiugras utan aiseradt ketts szali DNS torést az
exonukledzok megtamadhatjak és ezaltal delécigGidiolétre a térés kdrnyezetében.
A remobilizaciohoz masodik kromoszom&yO, P{4 2-3} transzpozazforrast
hasznaltunk. Av™C piros szemet okozd P-elem marketieéisére szelektalva 61 db
fiiggetlen fehér szeimtorzs jott létre. A revertansokat &pt'° p-elem alléllal
komplementéltuk. 45 darab recessziv L2 letalis @sdarab recessziv babletalis,
valamint harom életképes és fertilis torzset tatddt Harom embridletalis torzset is
izolaltunk.

Harom babletalis RptT?, Rptf>, Rptf™") és harom L2 letalisRptl™,
Rpt1®, Rpt1*) exciziés torzset, valamint az eredeti P-elemdrsigkat Rpt1>**
RptI1H10 Rptd@SHOET a5 RptEP@215Y kereszteztilk a régiot lefedkét delécidval
(Df(2R)ED17156sDf(2R)ED172%. A delécidk egy 303 kb-os szakaszon fedtek at a
43E4-F1 citoldgiai régioban, ahol @&ptl elhelyezkedik (43E7). A harom-harom
kivalasztott exciziés mutanst két eredeti P-eleszéncidhoz Rpt1”>®*3és Rpt1*19
is bekereszteztik. Ezek a mutaciok egyik esetbenksenplementaltak egymast (I1.
tablazat). Tehat a delécié altal lefedett genonteész kivul nincs olyan méasodik

mutacio, amely a P-elem inszerciok fenotipusat hogata formaban befolyasolna.
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DI2R)

) Df(2R P1

Rpt1 :Ii;?tc;k Rpt ™" | Rpty /1067 ED(1735 ED1725 | folett RptL 10
LF

Rptt™M0 1o L2 L2 L2 L2 béb

Rpt1>°* L2 L2 L2 L2 L2 bab |L2

Rpt1 @™ 1), L2 bab béb béb

Rpt1Fr @73 1 L2 bab L2 L2 bab |L2

Rpt1®E¢ | bab kikel béb béb bab |bab

P1 bab bab farat adult | L2 L3

P56 bab L3/bab L3 L3

P78 béb i fehér bab | bab

L15 L1/L2 L1/L2 | L2/L3 L1/L2 L1/L2

L25 L1 L2 L2 L1 L1/L2

L45 L1/L2 L1/L2 12 12

L49 bab bab bab 13 bab

L51 bab bab bab L3 bab

L59 bab bab bab 13 bab

. tablazat Az Rptl allélok komplementacios adatai

LF-letalfazis

A Df(2R)ED1715és Df(2R)ED1725delécidk folott aRpt**E¢* EMS mutans
nem a vart masodik larvastadiumu letalitast mutdtamem baballapotban pusztult el
(Il. tAblazat). Ez arra enged kovetkeztetni, hoglekecid altal kitakart tertileten Kivil
van egy, aRptlallél hatasat sulyosbit6 recessziv letalis mutddasonlo eredményt
kaptuk akkor, ha &pt1*F4! ésRpt”*®*, valamint aRpt1*c*?! ésRptI ! p-elem
allélokkal végeztiink komplementacios teszteRpt1 4 ésRpt1@H%">mytansok
telies mértékben komplementaltdk egymast, azt magahogy a két mutacid két
kalénbd® gén funkciojat érinti.

Neégy larvaletélis és nyolc babletélis exciziés msb®l homozigodta allatokat
gyujtottink, és ezekid genomialis DNS-t izolalva arr6l PCR-rel ampliflidk az
Rptl gén régidjat. Két primer part is hasznaltunk azléikaciora (5./B. abra).
Elsdként a lathatd mobilitasbeli kilonbségeket kerestiikvad és mutans PCR
termékeket agar6z gélelektroforézis utan 6sszelinison Szamos ilyen eltérést
taldltunk és ezeknek aRptl-et érint voltat szekvendlassal igazoltuk. A kapott
eredmények két csoportba osztottak a mutansoka? detalitdstiakban 250-1000 bp
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maradt vissza a P-elem két végehz eredeti inszercio helyén, mig a babletalisakba
1-160 bp (lll. tablazat). Tehat vilagos korreladith fenn az inszerci6 mérete és a
homozigotak letélfazisa kozott. 4 larvaletalis i sikerilt a vadtél kulonbdz
méreti PCR terméket nyerni, ezek kozul harmat dlteniink komplementacios
tesztben, amelyben nem komplementéltak az eredetier® allélokat. A 10
szekvenalt babletdlis mutans koézul kerilt ki a hérkomplementacios tesztben
Kiprobalt torzs, amelyek nem komplementaltak azdetie P-elem allélokat. A
babletalis mutansok esetében csupan a szekverdiéstte fel a mutacio mibenlétét,
mivel ezeknél nem latszott gélelektroforetikus niitds kulonbség a vad és mutans
PCR termék kozott.

A P-elem kiugratasbal A marade_k P-elem Homozigotak
. L s szekvencia hossza s
szarmazo torzs neve letalfazisa
(bp-ban)

Rpt1™ 600 L2
Rpt1?° 1000 L2
Rpt1™® 250 L2
Rpt1® 500 L2
RptT? 32 bab
Rpt1™”® 33 bab
RptT# 32 bab
Rptl™® 24 bab
Rpt1™? 160 bab
Rpt1>® 35 bab
Rptl® 32 bab
Rptl "’ 30 bab

lll. tablazat A P-elem kiugratasbol szarmazé térsek adatai
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A Rpt*E% mutaciéra homozigéta L2 larvakbol genomialis DNigefaltunk
és PCR-rel amplifikaltuk aRptl és CG17985gént és kornyezetiket tartalmazo
genomi szakaszt. A telies amplifikalt tartomanyC&17985 gén transzkripcios
startpontja €itt 1163 bazisparral keadott €és a gén poliadenilaciés helye utan 399
bazisparral végalott. Ezt a PCR terméket toébb kulonbgrimerrel telijes hosszaban
szekvenaltattuk. A FlyBase-ben (flybase.bio.indiada) megadott teljedrosophila
melanogastegenomszekvenciahoz képest 6t kuloribbazis esetén talaltunk eltérést
a RptI®*! mutans szekvenalt genomrészletében. Az &t eltédédl csupan egy
okozott aminosavcserét €és még egy érintett mMRN&Iolo régidt. Az aminosavcserét
okoz6 mutacio aRptl gén 1255. nukleotidjat valtoztatta &-rA-ra, ezzel egy
glicin - aszparaginsav cserét okozva az Rptl fehérje 38Roaavaban. Az mRNS-
ben talélt valtozas eseténCa&17985transzkript 3 nem kddolo régidjaban az 1317.
nukleotid cseréldott C-i6l A-ra.

A komplementécids tesztek ellenére nem lehettiminddiztosak, hogy egy
Rpt:tsl kalonbdzd gén nem érintett-e az Ujonnan keletkezett és a isréert
mutansokban. Ezért az egyes homozig®ml mutansokat aRptlet ektopikusan
expresszalé transzgeén segitségével probaltuk ntenekiAz Rptl teljes kdédolo
Drosophila transzformaciés vektorban embriok csiravonalalpekialtuk. A sikeres
integraciot a piros szemszin kovetésével azontgftats a masodik és harmadik
kromoszémajukon markerelt, harmadik kromoszomazemsot hordozé legyekeiv(
If/CyO; Pmenekit/TM6) kereszteztik a masodik kromoszOmBRetl mutaciot
hordoz6 torzshozw, AP/CyO,GFR MKRSTM6). A menekit konstrukciot és a
mutaciot is hordozé legyekw( AP/CyO, Pmenekit/TM6) szegregaltak olyan
utédokat, amelyek a mutaciot homozigota formabameaekit konstrukciot pedig
egy vagy két példanyban hordoztak. Ezek az alladRptT" babletalis mutans
esetében kikeltek és fertilisek voltak, tehat eétkikerdlt helyreallitani aRptlgén
funkcidjat a gén ektopikus expresszidjaval. Ezjelenti, hogy aCG17985gén nem
séril aRptT™! mutacional, illetve ha sériil, funkcidjanak kiesésen letalitast, sem
sterilitast nem okoz. RptT’-re homozigéta, egy példany menékkonstrukcioval
menekitett legyekdd totdl RNS-t nyertiink ki, majd eBb cDNS-t készitettiink és
azon RT-PCR-t végeztink olyan primerparral, amelgskabb terméket amplifikal az
endogérRptT™* cDNS-6l, mint a meneké RptlcDNS-6| (Rpt1cDNS fwd ésRptl
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realt rev, 5./B. abra)). Ennek segitségével kinwkathogy a menekitkonstrukciorol
termebdé mRNS mennyisége koriilbeliil tizszeres&prl™* mutans genonRptdrol
képdd6 mMRNS mennyiségének és megfelel a vad tipusu légydden lev Rptl
transzkript mennyiségének (az adatok nincsenek taewa). AzRpt1*®, Rpt****3és
RptI119] 2 letalis mutaciokat a felhasznalt menékibnstrukcié6 még homozigéta
formaban sem menekitette baballapotnal tovabbRptA’®%*® és Rpt11° mutaciok
transzheterozigotaként két kopia konstrukcidval ekéime béabletalitast mutattak,
ahogyan f(2R)ED1715sDf(2R)ED1725deléciok felett menekitve is babletalisak
voltak. Ez a részleges menekités arra utalhat, baghy? letalis térzsekben dptl
mutacioja mellett séril @G17985gén expresszidja és/vagy splicingja is és ezen gén
terméke nélkiilozhetetlen Brosophila egyedfejtdéséhez. ARptl> mutécié tobb,
mint 600 bp P-elem eredeszekvenciat hordoz, amely, 6sszehasonlitvapel™*
mutans 32 P-elem eredenukleotidjaval, feltehéen megszakitia £€G17985gén

{(2)SH0675

normalis szerkezetét. ARpt mutéciora homozigota allatokét kopia

menekié konstrukcidéval menekitve farat adult stadiumbaszpuitak el, de az allatok
korulbelll 5%-a képes volt kikelni.

Egy képia menekit konstrukciéval részlegesen menekitBptl'> mutaciéra
homozigéta babok, valamint homozigdptl®@SH%7 habok relativRptl mRNS
tartalmat kivantuk megvizsgalni annak eldontéséogy egyrészt milyen mértékben
sikeriilt azRpt1™°

hogy minek tudhat6 be &pt1@SH%>mutans tobbi P-elem alléltdl eltéfenotipusa.

homozig6ta mutansban &ptl gén hibgjat menekiteni, masrészt

Ehhez azonos mennyiség''® és mutans babbél telies RNS-t izolaltunk és azon
reverz transzkripciot végeztink. A cDNS-elgitl ORF fwd ésRptl 1/3 revRptl
transzkript specifikus primerekkel (5./B. abra) mi#esantitativ. PCR-rel
amplifikaltuk, a termékeket agar6z gélen futtattAkPCR-ekbe bevitt azonos total
cDNS mennyiséget aRpL23riboszéma alegység cDNS-ére specifikus primerekkel
végzett PCR-rel ellgmiztik. Ezekldl a kisérletekBl kiderilt, hogy a menekitett

L15
1

homozig6taRptl— mutansban aRptl mMRNS mennyisége kissé magasabb, mig a

(2)SHO67Smytansban koriilbelil ugyanannyi, minvd' babokban (6.

homozigétaRptl
abra). Tehat aRptl'>6s mutans menekitése teljes Rgtl génre nézve, vagyis a
babletalitasért egy masik mutacio, feltéthey aCG17985gén transzkripciojanak P-
elem maradék altali elrontdsa fékel Az Rptl mRNS szint azt jelzi, hogy az
Rpt1@SH%S mutacié letalitdsa valdsileg csupan részben &ptlgén elrontasanak

a kdvetkezménye, a P-elenC&17985génben is okozhat hibét.
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6. abra Az Rptl mRNS expresszidjanak vizsgalata RT-PCR-rel homoziga Rptl
mutansokban

M-GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus marker (Ferm@nthssav:w'''® bab RT-PCR, 2.
sav: menekitetRpt1"® homozigéta bab RT-PCR, 3. s&pt1@sH%">homozigéta bab RT-
PCR

fwd ésRpt11/3 rev primerekkel.

B. Az RT-PCR-eket azonos koncentraciéju bab cDNS péabpanrol készitettikRplL23
upper éRpL23lower primerekkel.

A nyil a vart nagysagu PCR terméket jelzi.

Az Rptlet expresszalé menekitkonstrukcié egy példanyban képes volt

1°EL mutaciét. A menekitett allatok

korulbeltl 10%-a képes volt babbol kikelni. Ez, zimsetve aRptl*c* azon

baballapotig menekiteni a homozigoRpt

tulajdonsagéaval, hogy homozigétaként L2 letalidecié felett pedig babletdlis, arra
enged kovetkeztetni, hogy egy szemiletdlis hattémia talalhatd aRpt**Etet
hordozé kromoszéman. Ennek igazolas&ptl ' IRpt1*E4! transzheterozigéta
allatokat menekitettiink egy képia menékionstrukcioval. A transzheterozigotak
mindegyike kikelt a babbdl és fertilis volt a mefiékonstrukcio jelenlétében.

Az RptEP@253mytaciora homozigéta allatokban Rptlgén felé orientalodd
hsp70promotert UAS szekvenciakon keresafaughterlesgsal4 forrassal aktivalva
az allatok baballapotig jutottak a f&jlésben, &m nagyon kis részik képes volt babbdl
kikelni és fertilis volt. Ez a jelenség felvetiehktséget, hogy aRptlgén funkcidja
ugyan teljesen helyredll az indukalt allatokban,ad€G17985gén EP elem altal
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okozott hibaja szemiletalis fenotipushoz vezet. ddiat megessiti, hogy az
Rpt1@SH%S mutansRptl mRNS tartalma hasonlé a vad tipuséhoz, mégis tadisle
menekitve pedig szemiletalis fenotipust mutat.

Az RptP®643 Rpt1!1110 Rpt1@SHIE™ Rt 6sRptl-*® homozig6ta mutansok,
valamint a két képia menekitkonstrukcioval menekitetRpt>®*® RptI!° és
Rpt1*® homozigéta mutansok letalfazisat °25 mellett 18C-on és 306C-on is

meghataroztuk. Alacsonyabb vagy magasabhédrsékleten a nem menekitett allatok

]95643 Rpt:ﬂ(llllo 1L15

életképessége altaldban romlott, Ryt ésRptl ™ mutaciok 18C-on

és 30C-on is L1 letalisnak bizonyultak, &ptf"* mutans L3 letalisnak. Az
Rpt1@SH%7 mtans életképessége egyikntérsékleten sem valtozott. A menekitett
mutansokndl a kulonbéhomérsékleteken megmaradt a babletalitas.

Tovabbi kisérletek soran szemikvantitativ médoresik megallapitanunk,
hogy aRptf™* babletalis mutansban @G17985mRNS megkdzeliieg ugyanolyan
mennyiségben van jelen, mint vad*'®babokban (az adatok nincsenek bemutatva).
Ehhez azonos mennyigég/*® és RptT* mutans babbdl telies RNS-t izolaltunk és
azt reverz transzkripcionak vetettik ald. A cDN®rekCG17985 specifikus
primerekkel CG179850j fwd ésCG17985yj rev, 5./B. abra) PCR-t végeztink és a
termékeket agar6z gélen futtattuk. A primereketedsd és masodik, illetve az
masodik és a harmadikG17985 exon hatarara terveztik. A termékek azonos
méretiek (559 bp) voltak és mennyiségiik 6sszehasonlithaly Tehat aRptf™
mutansban &£G17985gén nem séril, legalabbis az ezzel a moédszemaitkihato
mértekig.

Az egyesRptlallélokkal genetikai uton kapott eredmeényeket agitkekben
0sszegezem.

Az RptI®*®*p-elem aRptl5 nem-transzlalt régidjanak 31. és 32. bazisparja
kozott Gl, ez a mutans recessziv L2 letalitasuababotig menekithét

Az RptF*H1op_elem aRptl5’ nem-transzlalt régidjanak 31. és 32. bazisparja
kozott Ul, ez a mutans szintén recessziv L2 |é&lit baballapotig menekitliet

Az Rptl@SH07S p_elem azRptl 5 nem-transzlalt régidjanak 31. és 32.
bazisparja kozott Ul, ez a mutans recessziv bditdsia farat adult allapotig, illetve
az esetek 5%-aban babbdl tottéikelésig menekithét Az RptlmRNS mennyiség
a mutansban ugyanakkora, mintwa'*® babokban. AzRpt1*F4! ¢s Rptl@SH067s

mutansok teljes mértékben komplementéljak egymast.
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Az RptfP@?15% p_elem azRptl 5 nem-transzlalt régidjanak 22. és 23.
bazisparja kozott Ul, ez a mutans recessziv L3itktd. A P-elemRptl ORF felé
orientdlodd végén elhelyezkidhsp70 promoter aktivitasat UAS-en keresztl
daughterless-Gal4orrassal fokozva a mutansok baballapotig menekith nagyon
kis résziik babbol kikel.

Az RptI®E! pontmutacié aRptl 1255. nukleotidjat Géal A-ra valtoztatva
okoz az Rptl fehérje 382. aminosavaban glicin-asgp@sav cserét. A mutans
recessziv L2 letalitast, a régiot kitakaré deléfatett pedig recessziv babletalitast
mutat. A menekitett allatok bab allapotban puszkilel, de 10%-uk képes babbdl
kikelni. Az RptI**c%? és Rpt1@SH07 mutansok telies mértékben komplementaljak
egymast. ARptF IRpt1 4 transzheterozigotak menekitve kikelnek és feetilis

Az RptT?inszercié aRptI*!°P-elemisl impreciz kivagodassal keletkezett,
32 bp-nyi P-elem vég maradt visszaRytl 5 nem-transzlalt régidjanak 31. és 32.
bazisparja kdzott. A mutans recessziv babletalenekitve babbol kikel és fertilis.
Az Rptf* babletalis mutansban €G17985 mRNS megkodzelileg ugyanolyan

mennyiségben van jelen, mint vat-*®babokban.

Il. Az Rptlallélok molekularis analizise

Minthogy a P-elemek, lletve a remobilizaciébdl 1©Razo
maradvanyszekvenciak mind &ptl5 nem-transzlalt régiojaban helyezkednek el,
felvetodik a kérdés, miért is okoz a nem kdodolé régiébaB51bp hozzadott
szekvencia babletalitdst. Ennek megértéséhez ggekséaz Rptl promoter
szerkezetének ismerete. Rptl szorosan vett promotere nem tartalmaz TATA box
szekvenciat, hanem a TATA nélkuli promoterek eggladjanak Inr (iniciator) és
DPE (downstream promoter element) szekvenciait nd@sz a transzkripcio
iniciaciéjara (7. abra). ADrosophila gének tébb, mint fele nem tartalmaz TATA
boxot®. Az iniciator a transzkripcié keagontjat jeldli ki, a kezd nukleotidhoz
viszonyitva -2l +4-ig terjed. A DPE +28.-+32. bazispar kozotéthato, vagyis a
transzkript leendl szekvenciajdban. A két elem kozotti tavolsag Kusi a

transzkripcié hatékonysaga szempontj&iol
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P{lacw}

l—:—"
Iniciator DPE

TAGCGCTAGCGGTIGCTTCTCCCATCTCTATGCCAAATTGTTCAGTCATT

Vad ti[!US CTCGCCGTAAAACAAAAGGAAAACATCGCATAAACTCATTITITGCC
TTAA
,—;’
L DPE’
Iniciator
P1 TAGCGCTAGCOGGTGZCTITCTCCCATCTCTATGCCAAATTGTTCAGTOCAT
RQtl GATGAAATAACATATGTTATITCATCATGGTICAGTCATITCTCGCCG
mutans TAAAACAAAAGGAAAACATCGCATAAACTCA'I'I'I'I'I'ITC( "TTAA
DFE

7. 4bra Az Rpt1 gén promoterének szekvenciakdrnyezete éRpt1™ mutécio helye

Az abra fel$ részén a vad tipus, also részéRpT* mutansRptl szekvencidjanak részlete
lathat6. Blt betivel jeleztem benne az iniciatorsieszekvenciat és a DPE elemet, vastagitott
betivel a P-elem szekvencia maradékat. A transzkripegibpontjat nyil és vastagitott

T jelzi. A P-elem beugrasat haromszoéggel és nyédlaktem.

Az Rptl promoter a DPE konszenzus szekvencigjat tartalnaznegadott helyen,
mig az Inr szekvenciaja két nukleotidban tér a@dealistol, igaz, ezek kozil az egyik
egy nagyon jellemz dezoxiadenozin a transzkripcio képontjan (7. abra). Az
Rpt*** az Rptt'M° és az Rpt1@SH%™ p_glemek, amelyek az’-BTR-be
inszertalodtak, a DPE elem 31. és 32. nukleotidpekekeabdtek be. Ezaltal a szigoru
szekvencia konzervatizmusu DPE elem karosodik,aanailap transzkripcios aktivitas
megs#nését kellene, hogy maga utadn vonja. Csakhogy kerRe& integraciojakor

tulnyal6 DNS végek feltoltdése révén a P-elem egyik oldalatf@idulé 8 bp-nyi
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szekvencia megismétdik a P-elem masik oldalan is, duplikacio jon létker az
ismétbdés jelen van &ptI**¥Pinszercié mindkét oldalan, és ez azt eredményezi,
hogy az eredeti P-elem allélban és a kiugrassathestett szarmazékokban is a DPE
elem teljes szekvenciaja megisndik a P-elem ORF felé ésldalan is (7. abra).
Tehat aRptT* és az 6sszes masik bab- és larvalis letélis @ecfnutans tartalmazza
a DPE-t és az iniciatorsZeszekvenciat is, csupan a P-elem maradéknak m&igale
nagyobb tavolsdg van a k&tkdzott. A nagyobb tavolsag irodalmi adatok alapjan
értelemszdten kisebb transzkripciés hatékonysagot von magan®'dta igy
ertelmezhet lenne a bab- és larvaletalis excizios mutansalféetisa és a bennik
talalhaté P-elem maradékok hossza kozti 6sszefliggdgsebb tavolsdg nagyobb,
mig a nagyobb tavolsag kisebb transzkripciés efficiaval jar. AzRpt1@SHOe™
mutansban a P-elem inszercid recessziv béabletaliiész. Ez ellentmondasban
allhatna a tobbi P-elem allél L2 letalitdsavaletben az esetben valésdey aw'™
(miniwhite) gén promoterét indul6 transzkripcié akar ™ és azRptl mRNS-ek
egy transzkriptumba torténsplicing-ja révén képes lehet &ptl kddold régidig
eljutni és erl valamilyen mennyiség transzkriptumot |étrehozni. igy ez nem
kovetheti a tavolsag novekedésével jaro efficiensizkkenést.

Azért, hogy megvizsgaljuk, hogy egy P-elem szekizentaradék inszercidja
mennyire csokkenti a transzkripcios hatékonysagoRptl génen, szemikvantitativ
médon Gsszehasonlitottuk a@ptl mMRNS mennyiségéw*''® és Rptf* mutans
babokban reverz transzkripcioval kapcsolt PCR-zhélva (8. abra). A felhasznalt,
total RNS-16l visszairt cONS mennyiségét &pL23riboszoma alegység cDNS-ére
normaltuk. AzonoRpL23cDNS koncentracio mellett &ptl mRNS koncentracio
jelensen csokkent &ptT™* mutansban a vad tipushoz képest. A mutansbol készii
Rpt1PCR termék 30 bazispéarral hosszabb volt, mintdhtipus, ez a P-elem maradék
szamlgjara irhat6. Mivel szikségesnek mutatkozottek a megfigyelésnek egy
kvantitativ megdisitése is, kvantitiv real-time PCR-t hasznaltunk'&® és Rpt1™
mutans babolRptl MRNS tartalmanak dsszehasonlitasara (8. abraBSArRNS-re
normalt mintakban a relathnRptl mRNS koncentracié atlagosan harmincszor
kevesebbnek mutatkozott BptT* mutansban, mint a vad tipusban, harom par
fuggetlen RNS preparatumot mérve. Az 0sszehasseriédvéért a mintakbanrasy
MRNS relativ koncentraci¢jat is megmeértik. Ennéin neutatkozott szignifikans

kulonbség a vad és mutans preparatum kozoétt. B2R Bztositotta tovabba, hogy
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meggyzoédjink a genomi DNS hianyardél a cDNS mintakban. Kidtetehat, hogy a
babletalisRptT™* mutacié aRptlgénnek egy hipomorf allélja.

49



It 8

bp

500

400
- - Rpt1

300 B

200

B 2 2

RpL23
c |
Rpt1
100
&
=]
‘B
iy}
(1)
=
o
=
o
el
W P1 muténs

8. 4bra Az Rptl mRNS mennyisége lecsdkkenRpt1™ mutansban

A. 1. sav: DNS marker (Fermentas), 2. s&i'® RT-PCR termék 3. saRptT" mutans
RT-PCR termék. Az RT-PCR-eket azonos koncentradidjd cDNS preparatumrol
készitettikRptlrealt fwd éRptlrealt rev primerekkel.

B. 2. sav:w'!® RT-PCR termék 3. saRptl™" mutans RT-PCR termék. Az RT-PCR-
RpL23lower primerekkel.

C. Real-time PCR eredményeket abrazold grafikon. Ateloszlop @osy, a sziirke az
Rptl mRNS relativ mennyiségét jelzive**® cDNS felhasznalasaval kapott értéket
100%-nak véve.
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A real-time PCR eredménye felvetette az a kérdesty csupan aRptl mRNS
tartalom, vagy az Rptl fehérjetartalom is valtaziknutans esetében. Ezért gliikogén
foszforilaz mennyiségre normalt fehérjepreparatumnokimmunoblot analizist
végeztink élesat Cim5 (Rptl) elleni poliklonalis ellenanyaggal (@bra). A
preparatumokan*'8ésRptT™ mutans babokbdl készitettiik. Azonos fehérjetamalo
mellett SDS-PAGE és blottolas utan az immunoblatetektélt, Rptl magassagaban
reagalo sav jeletisen vékonyabb volt a mutansban, mint a vadban.tTedmcsak az
Rpt1mRNS, de a fehérjemennyiség is lecsokk&pt * mutansban.

A 1 2
8 == Rt
B L 2

—r—

9. 4bra Az Rptl fehérje mennyisége lecsokkenRpt1™ mutansban
1. savw'® 2. savRptT™ mutans. Azonos mennyisééehérjét vittink SDS-PAGE-re (9 %-
os gél), blottoltuk és a filterA. anti-Rptl poliklonalis vagyB. anti-gliikogén foszforilaz

poliklonalis ellenanyaggal hivtukél
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111. A RptT! mutacié biokémiai kovetkezményei

Az Rptl specifikus ellenanyag nemcsak egy, de haegymashoz kdzel futd
Rptl format ismert fel az immunobloton. Ez mind adymind a mutans esetében
megfigyelhed volt. A kétféle mintdban ugyanolyan elektroforesk mobilitast
mutatott a harom forma, de relativ intenzitasukbktibz volt. Ugy tint, mintha csak
a leggyorsabban futd sav intenzitasa csokkenne @nsian, mig a masik kétt
intenzitasa nem valtozott a vad tipus®R@sl> mutans preparatumot dsszehasonlitva.
Mivel az emberi Rptl foszforilalodik feltételeztiik, hogy ebben az esetben is ezt
latjuk. Ennek kiprobalasara két dimenziés géletefkézisnek vetettiink ald&™*2és
Rpt™* mutans babokbdl nyert preparatumokat (10. abra).el dimenziét az
izoelektromos fokuszalas jelentette, a masodike®@3-PAGE. A gélt blottoltuk és
anti-Rptl ellenanyaggal hivtukéel A bloton jol lathatd volt hat elkilondl Rptl
forma, amelyek kulénboztek izoelektromos pontjukb&@s egyre csokkén
intenzitdssal a savas tartomany irAnydba sorakozemymas utan. Ez

multifoszforilacio jelenlétére utalt.
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10. abra A két dimenziés gélelektroforézis felfedi az Rptioszforilalt formait

A két dimenzié izoelektromos fokuszalas (IEF-pH34é% SDS-PAGE (7 %-o0s gél) volt. A
gélt blottoltuk és anti-Rptl poliklonalis ellenagygmal hivtuk eb.

A. Bal panel:w'''® babexraktum, jobb pandRptf* mutans babextraktum. 1D: SDS-PAGE
egy dimenziéban a felhasznalt mintaval, 2D: kétdinnés gélelektroforézis.

B. Két dimenziés gélelektroforéais*®bab és embrio fehérjepreparatum felhasznalasaval.

118

C. Kezeletlen (a), illetveburgonya savasfoszfatazzal kezelt (b) embrionalis

fehérjepreparatum képe két dimenzios gélelektrafendtan.

Harom tipusu foszfatazt probéaltunk ki arra a célagy eltavolitsuk a
feltételezett foszforilaciot az Rptdir A borjubél alkalikus foszfatazzal éPandalus
borealis alkalikus foszfatazzal torténkezelés nem valtoztatta meg a két dimenzids

gélen detektalt Rptl formak szamat és intenzitdsdturgonya savas foszfatazt mar
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eredményesen hasznéltdk két proteaszéma alegydégziveilaciojara®. Ennek
soran kimutattdk, hogy a defoszforilacié cstkkanfiroteaszOma aktivitdsat. Ezért a
burgonya savas foszfatazt is kiprobaltuk az Rpfbsiorilaciojara. Kisérleteinkben
szilkségesnek latszott ATP elvonassal szétvalasaamegulator és katalitikus
komplexeket, mivel a 20S komplex altali sztérikakaras megakadalyozhatja a
foszfatdz nikodését az Rptl alegységen. E célbdl telies emddison
fehérjeextraktumot gélértiink Sephadex G25 oszlopon, amelyet a burgonyassav
foszfatdz reakcidpufferével equilibraltunk. A kiaar térfogatban megjelén
fehérjéket foszfataz nélkll inkubaltuk vagy 1 umitkoncentraciéju burgonya savas
foszfatdzzal kezeltuk 1 6rdn at 3W@-on. A kezelt és kezeletlen mintakbdl
izoelektromos fokuszélasra alkalmas preparatumatziteitiink és két dimenzids
gélelektroforézisnek vetettiik ala. A masodik diménblottolva a filtert Rptl elleni
ellenanyaggal hivtuk &[(10./C. abra). A kezeletlen minta képe megegyezettar
megismert, embridban jelenkevRptl formékkal, a kezelt mintdban viszont egy
kivételével majdnem teljesen @lit az 6sszes Rptl forma (10./C. abra). Ez arra utal
hogy az Rptl alegység foszforilalodik.

Megfigyeltik, hogy mig a vad tipusban a legbazikbsaddig a mutansnal
egy ennél savasabb Rptl forma volt a legabundansadyeésitve az egydimenzios
SDS-PAGE eredményeit (10. abra). Ez 6sszefliggéstibat a lecsokkent Rptl
szinttel a mutansokban*8embriéval és adult allattal végezve ugyanezt arlefssd
kiderlt, hogy mig az adultban talalhatdé foszfdriformak szama megegyezik a
babban talalhatokéval, addig az embridobanokettkevesebb helyen foszforilalodik
az Rptl (10. abra). Tehat a foszforilacios mintéagyedfejpdési allapotfligy az
Rptl esetében.

Glikogén foszforilaz koncentraciora normalva végekt immunoblot
analizistw'''8 és RptT™* mutéans total babextraktumon tébb proteaszéma séegg
nézve (11. abra). Bizonyos alegységek relativ kainéeidja megndvekedett a mutans
esetében. A felhasznalt monoklonalis ellenanyagpkfed és tobb alap alegységre
voltak  specifikusak. Az  Rpnl0/S5a/p54 esetén  nem szdbetlnk
koncentracionovekedésdt mig az Rpt6 és Rpn9 alegységek esetében igerazEz
eredmény megésiti korabbi megfigyelésiinket, miszerint egy retpidkomplex
alegység (Rpnl0/S5a/p54) delécioja a tobbi alegyséuessziojanak koordinalt
novekedéséhez veZz%t
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RpN10/p54 —> | umpe—

Rpt6/p42C —> e
Rpn9/p3%A —> _
B 1 2

11. 4bra Proteasz6ma alegységek expresszidjanak valtoz&sBpt1™ mutansban

1. savw™® 2. savRptT*! mutans. Azonos mennyiséfehérjét vittiink SDS-PAGE-re (8 %-
os gél), blottoltuk és a filterf\. kulénbdd proteaszéma alegységek elleni monoklonalis
ellenanyagok keverékével vagy anti-glikogén foszforilaz poliklonalis ellenanyadiivtuk

elé. Az egyes detektalt alegységek neve a savok melletshato.

Az Rptl, mint az ATPaz gyl tagja, egy interakcios fellletet képez a 20S
proteaszéma és a regulator komplex tavolabbi adgis kozott a 26S
proteaszémaban. Lecsokkent koncentracidja felddget zavart okoz a gy
O0sszeszerétlésében és igy akar a 26S proteaszoOma formacidigbarproteaszéma
durva Osszetételének vizsgalatara a leghasznosaiszer a nativ poliakrilamid
gélelektroforézi€®  w''® és Rptf* mutdns babokbdl nyert teljes
fehérjeextraktumokat futtattunk 3,8%-0s nativ, AAPDTT tartalmu gélen (12. abra).
1mM ATP és 1mM DTT jelenlétében a 26S proteaszOmeakezete megmarad a
futtatas soran. A gél blottolasa utan a filterttkildoz feds, alap és 20S specifikus
ellenanyagokkal reagaltattuk. A vad tipust mintet@s a jol ismert harom savot
lattuk az immunoblotokon: két, egyszeresen (26&sIkétszeresen (26S 1) sapkazott
26S és egy sapka nélkili 20S format. A szabad 288 gisége nem volt tobb a 26S
forméakéndl, jelezve, hogy a Kkatalitikus komplex wWonésze beépll a 26S
proteaszémaba. A 26S formak reagaltak mindegyikepszdma elleni ellenanyaggal.
A mutans mintak esetén egészen mas képet kapttirk.jellem® dupla 26S sav
eltint, helyette a két sav mobilitasa kozotti mobilitézétketidott sav latszott, amely

reagalt fed, alap és 20S elleni ellenanyagokkal is. A 20Sika#ttmok tobbsége
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szabad Allapotba kerllt. Ez nagyfoka zavart jelez 268S proteaszoma
Osszeszerétlésében, amely feltelidtg a lecsokkent Rptl koncentraciora vezéthet
vissza. A kis mennyisdéigRptl feltehetleg teljes, nikodd 26S proteaszomakat képes
létrehozni (noha ezek, bizonyara alacsony konceidjtk miatt, a nativ gélen nem
lathatok), de a nagy feleslegben fennmaradé m@ysdgek mar csak megvaltozott
szerkezdt formakka allnak 6ssze. A 20S proteaszéma ezeknsZeptl nélkil is
képes regulator komplex alegységekkel komplexekgekni, de az igy keletkezett
proteaszomaknak mas mobilitasa lesz, mint a 26&gsadémaknak. Felfedezhet
tovabba, hogy egy 20S komplexnek megtelehobilitdsi tdmeg lnik fel a
mutansban a féd elleni ellenanyaggal végzett blotokon hosszabbozixjpdkon,
amely a részlegesen 0sszeszerelt 19S komplexnelkdelmeg. Vad mintak esetén

sohasem figyelhétmeg szabad regulator komplex.

1118

W P1
1 Z .3 4 5 6

2651l —
26S E— ' '
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20S —

12. &bra Nativ gélelektroforézisw''*® ésRpt1™ mutans babextraktummal

Bal panelw'*® babextraktum, jobb pandkptT* mutans babextraktum

A nativ gélelektroforézist (3,8 %-0s gél) kéden a gélt blottoltuk és a kovetkez
ellenanyagokkal hivtuk &l 1 és 4.sav: anti-Rpt6/p42C (alap), 2. és 5. aati-Rpn9/p39
(feds), 3. és 6. sav: antil (20S). A jobb panel melletti nyil az 5-6s savhbforduld,

gyorsan vandorl6 csikra mutat.
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Immunoblot kisérletekben kimutattuk, hogy azonosikghén foszforilaz
koncentracié mellett a multiubiquitinalt fehérjékermyisége, amelyet anti-ubiquitin
ellenanyaggal detektalhattunk, kisebb mértékbennthegRptl™* mutans babban a
w8 babokhoz képest (13. abra). Ez bizonyara a 26Segqspéma funkcidjanak

sérulésére utal, amely a lecsdokkent Rptl koncabtkiivetkezménye.

A 12

Ub

13. &bra A multiubiquitinalt fehérjék felszaporodnak a Rpt1”* mutansban

1. savw'*®babextraktum, 2. s&RptT* mutans babextraktum

Azonos mennyiségfehérjét vittink SDS-PAGE-re (7 %-o0s gél), blaiiél és a filtertA.
anti-ubiquitin poliklonalis ellenanyaggal vagg. anti-glikogén foszforilaz poliklonalis

ellenanyaggal hivtuk &l

A regulator komplex alegységei, kulondsen az AT@dizii fehérjéi szamos
transzkripciot  befolyasol6 folyamatban vesznek tésa 20S komplex
kozremikodésével vagy anélkill Az Rptl emberi homolégja az Mssl1, amelyet a
HIV Tat fehérje pozitiv modulétoraként irtak le &Hranszkripcié soraff. Szamos
ATPaz alegység, koztik az Rptl és ortologjai képatap transzkripcios faktorokkal
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kdlcsonhatni, komplexet képezni, amelyben nem flgg®®8 meg a 20S
partikulunf®® Mivel ezek az adatok arra utalnak, hogy az Rt -manszkripciés
szerepe is lehet, érdemesnek tartottuk megvizsgaimigy Drosophildban
immunofluoreszcens festéssel lokalizalhaté-e a Rtothoz. Szintén fontosnak
tartottuk azt feltarni, hogy BptT™* mutansban mennyire asszocialédik a kromatinhoz
a csokkent mennyiségRptl alegység. Vandorlé L3-as stadiumt® és Rptl™*
mutans larvakbol nyalmirigy oOriaskromoszoméat préftank és anti-Rptl
ellenanyaggal megfestettiik (14. abra). A vad tipddivakbol nyert politén
nyalmirigykromoszéman nagyon jol latszott a sp&asan savokhoz asszocialodott
Rptl fehérje elleni festés, amely tovabbi kisékieteran egyrészt preferencialisan a
transzkripciésan aktiv teriletekhez, a puffokhozasmszt a puffon Kkivdli
kromatinhoz @int kapcsolédni. AzRptf* mutans kromoszéméan ez a festés csak
nagyon gyengén vagy egyaltalan nem latszott, jelezt, hogy a kevés jelentév
Rptl fehérje nem lokalizalédik ezzel a mddszerrghutathatd mértékben a
kromatinhoz. Az RNS polimeraz Il legnagyobb aleggésé is festve a kromoszoméat
feltiint, hogy a polimerdz és az Rptl az esetek egy lvészézonos savban vagy
puffoan fordul eb. Mindket® festette egymassal atfedhddon is a kromoszémét, de
példaul az Rptl fedtlés a savok tobbségében (60-70%) nem mutatottéstfet
RNS polimeraz 1l elleni festéssel. Kiprébaltunk npsteaszoma alegységek elleni
ellenanyagokat is kromoszomafestés céljabol, de apotk festdés nem volt

egyérteln.
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14. abra Az Rptl koétédik a nyalmirigy 6riaskromoszoma  specialis

kromatinstruktaraihoz

Az A,B,C,D abrak (59. oldal***® larvak nyalmirigykromoszémait, az E,F,G abijtl™
mutans larvak nyalmirigykromoszomait abrazoljak. A#s E abrak DAPI festést mutatnak,
a B és F abrak az RNS polimeraz Il legnagyobb aégg elleni monoklonalis ellenanyaggal
lettek festve, a C és G abrak pedig anti-Rptl mtumdkis ellenanyaggal tortént festést
mutatnak. A D abra a B és C abrak egymasra csasatdtmerge’). A nyilak a puffot

mutatjak, ahol az anti-Rptlésebben fest az anti-RNS polimeraz II-nél.

A lecsbkkent Rptl szint nem csupan a szorosan t@ihé-kevésbeé ismert
proteaszémalis struktirakat és funkciokat valttatateg a sejtben. A Rad23 fehérje
a proteaszéma egyik szubsztratszallité molekinafa Rad23 két, alternativ splicing
atjan keletkezett izoformaban van jeleeosophildéban. Ezeket a FlyBase A és B
formaként tartja nyilvan, melyeket nem szabad déseszteni az emberi A és B
formékkal, amelyek két kilon gén termékeiDRosophilaA forma egy N-termindlis
UBL és két C-termindlis UBA doménnel rendeléezeljes Rad23 fehérje, mely
feltehetleg képes funkciojat ellatni és ismert, hogy az Rjp54-et, valamint a
multiubiquitinalt fehérjéket koti (Lipinszki Zoltdmem publikalt eredmények). A B
forma az A-nak egy csonkolt valtozata, csupan daerhhinalis UBL domén hidanyzik

rola. A tobbi szekvencia teljesen megegyezik a RaAdRval. Az UBL domén
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biztositjia a proteaszomahoz, jelen esetben az Rppdbez tortéh kotést, tehat
feltehe®, hogy a Rad23B nem képes a proteaszoOmatdkitEgy altalunk készitett
Rad23A elleni poliklonalis ellenanyag képes felismiea bakteridlisan expresszalt
Rad23B-t. Ennek ellenére ha azonos mennyisétiikogén foszforilaz tartalomra
normalt w''® és RptT™* mutans babextraktumot SDS-PAGE-nek vetettiink ala é
blottolas utan reagaltattuk a Rad23A elleni széramamw'*®minta esetén csupan a
Rad23A latszott az immunobloton, a B forma detélkttdtlan maradt (15. abra). A
Rpt’’ mutdns minta esetében viszont mindkét formanakfetelty magassagban
kaptunk jelet (15. dbra). A Rad23A forma igy is lslkabundansabb volt, mint a B,
de mind a két forma kimutathato volt. Természeteslépzelhet, hogy nem a
Rad23B fehérjét, hanem a Rad23A egy proteolitilersnékét detektaltuk, de a
termék koncentracidja nem valtozott 25 °C-on tdrtégy Oras inkubéacié alatt az
Rpt™* mutans fehérjeextraktumban, a vad tipusban peelig jelent meg. Vagyis
valosziritlen, hogy a Rad23A degradaciojabol szarmazna ebkismmunreaktiv
forma. Tehat valésziteg a Rad23B fehérje feldisul Rptf™* mutansban a vad
tipushoz képest. Ennek oka tobbféle lehet, példaRiad23 gén splicingja valtozik
meg, B a Rad23B mRNS transzlacios efficiencigja vagy keitika Rad23B fehérje
degradaciojanak mértéke. Ennek eldtntésére szentitatdv reverz transzkripcio
kapcsolt PCR-t és kvantitativ real-time PCR-t hattemk azRptl transzkriptumnal
leirt modon (15. &bra). A szemikvantitativ modseéiapott eredményt, miszerint a

1! mutansban, mint av'**®

1Pl

Rad23B érett mMRNS mennyisége ugyanakkordRpt
babban, megésitette a cDNS-eken végzett real-time PCR is. Talgitl - mutacio

csak a Rad23B fehérje keletkezésének vagy lebargksatemét befolyasolhatja.
Minthogy a Rad23 az ubiquitin-proteaszéma rendszeze és legalabbis az A forma
kdlcsbnhat a proteaszémaval, valosbimek tinik, hogy a vad tipust babban a

1Pl

proteaszdma bontja a Rad23B-t ésRatl~ mutacid zavart okoz a Rad23B

degradaciojaban.
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15. 4bra A Rad23B fehérje feldtsul aRpt1™ mutansban, mig kddol6 mRNS-e nem

A ésB. 1. savw''®babextraktum, 2. s&RptT™* mutans babextraktum

Azonos mennyiségfehérjét vittink SDS-PAGE-re (9 %-o0s gél), blaiiél és a filtertA.
anti-Rad23 poliklonalis ellenanyaggal vady. anti-glikogén foszforildz poliklonalis
ellenanyaggal hivtuk &l

C. Real-time PCR eredményeket abrazolé grafikon.eRefe oszlop aosy, a szlirke az

Rad23BmRNS relativ mennyiségét jelzid ®cDNS felhasznalasaval kapott értéket 100%-
nak véve.
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IV. A RptT* mutans mitotikus jellend és genetikai interakcioi

A Saccharomyces cerevisiaBptl ATPaz doménjének pontmutacidja a
sejtciklus G1 fazisaban tortémegallast okozoft. Azonban a gén olyan mutéacidja,
amely egy |ézi6t okoz a kddolé régioBanG2/M fazisban valé megallast és nagyon
lasst névekedé8t valtott ki ugyanebben az &nyben. Ezeknek az adatoknak a
fényében kivancsiak voltunk, mutat-e valamilyenatiius kromoszomaaberraciot a
Rpt™* mutans, vandorl6 3. stadiumos larvakbél készitetiroblaszt preparatum. Az
agyakat kiboncolva 3% aceto-orceinnel festettlilszZ&tnyomtukoket fedlemez és
targylemez kozott. Nem taldltunk semmiféle megfiggé kromoszoma
rendellenességet az agypreparatumokban, sem akomstatdex névekedését, ami azt
engedi sejtetni, hogy RptT"* mutansban nincsen blokk a mitézisban.

A mitotikus blokk jellemden a mitotikus ciklinek (ciklinA és B)
felszaporodéasaval jar egyutt, amely csokkent pszi@aalis degradaciojuknak
tudhaté be. Glikogén foszforilaz (p94) tartalomrarnmalva a gélre vitt
fehérjemennyiségeket Western bloton kimutattuk yregiklinA mennyisége enyhén
megrb, mig a ciklinB mennyisége nem valtozik a mutansharad tipushoz képest
(16. &abra). ARptf* mutacié tehat, ha okoz is sejtcikluszavart, azmidzis
bekdvetkezte étt teszi.
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p94 cycA cycB
1 2 1 2 1 2

16. abra A mitotikus ciklinek koncentracioja a Rpt1™ mutansban
1. savw'*8babextraktum, 2. s&RptT* mutans babextraktum
Azonos mennyiség fehérjét vittlink SDS-PAGE-re (7 %-os gél), blaiuél és a filtert
kiillénboz ellenanyagokkal hivtuk &l
p94-anti-gliikogén foszforilaz ellenanyag, cycA-auiklinA ellenanyag, cycB-anti-ciklinB
ellenanyag

Feltételeztilk, hogy genetikai interakcié johet démz RptT* mutans és
kilonbdz proteaszOma és APC/C alegység mutéciok kozott. pgyeaszoma
alegység mutacioriRpn10/S5a/pH4és két APC/C alegység mutaciéhid ésmks)
teszteltiink azRptT’-gyel parositva. Szinergisztikus recessziv genietikarakciot
sikeriilt kimutatnunk mind &ptT* és ARpn10/S5a/p54Rpn10/S5a) mutansok, mind
a Rptf™! ésmks mutansok kozétt. Anks (mako$ az APC/C Cdc27 alegységének
hipomorf mutéciéja® amely farat adult letalis. ARpn10/S5a/p54az eredeti
cikkben leirt® harom gént érivt delécié mellé egy kromoszémara rekombinalva
tartalmazza a két, neRpn10/S5a/p54¢ént visszapotld menekitranszgént (Deakné
Pal Margit, nem publikalt eredmények). Ez a mutduébletalis. ARptT/Rptl™:
Ap54i4p54 allatok 90%-a a harmadik larvastadium elején, B)%andorld L3-as
larvaként elpusztult. Rpt/RptT™; mkd/mke allatok fele elpusztult vandorlé L3-
as larvaként, felénél pedig fehérbab allapot utémdlddott a beltartalom és
kilresedtek. Mindkét genotipusnal 8-10 napos L3taslium volt megfigyelhéta
szokasos 3 nap helyett. Dominans interakciot ngrasigtaltunk a mutansok kozott.
Més proteaszéma alegység gének P-elem alléljdzsg&lhatdk interakcios tesztben

azRpt mutanssal, ezeknek részletesebb analizisére mégeréinsor.
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Az eredmények targyalasa

A 19S regulator komplex egyes alegységeinek egyesijalata végigkisérte a
proteaszOma torténetét a 1990-es évek élejkezdve. igy fedezték fel az
S5a/Rpn10/p54 multiubiquitinlanc kKotképességét, igy cafoltdk meg az ATPazok
redundanciajat és az Rpnll deubiquitinalé aktiai@ds igy derilt feny. Azonban
csak néhany alegységrismert, hogy miért esszencialis tagja a proteasuiak,
alegységek kozul részletesen csak az Rpnll furkisajert. Sarjadzé éleében a
legtdobb alegységet vizsgaltdk mar genetikai moasket, de kevés individudlis, csak
az alegységre jellemiz vonast tartak fel ezek a vizsgalddk®® Tobbsejt
eukariotakban pedig alig akad példa a 19S alegksggeetikai analizisére. Az utobbi
években Drosophila S2 sejttenyészeteken proteaszOma alegységek R&IS
interferencia alkalmazéasaval probalkoZfdR 131132 A genetikai vizsgalatokbdl
legtdbbszor az derdl ki, hogy az adott alegysédkssies a regulator komplex
stabilitasahoz, hidnyaban felszaporodnak a mugiubnalt fehérjék, sejtciklusblokk,
novekedési zavar, apoptozis kovetkezik be. A pez@ma szétesik ezekben a
mutansokban, jelezve az egyes alegységek szerepimeissagat a struktara
kialakitdsaban.

A regulator komplex & funkciéi, amelyek nagyon is szerteagazbdak és
gyanithatéan sok alegység koordinaitkixdését igénylik, jol kapcsolhatok a komplex
alap és fed alkomplexeinek valamelyikéhez. A fédalkomplex (ezen belll az
Rpnll) biztositia a bdis deubiquitinalé aktivitast, az alap alkomplex végzi
multiubiquitinalt fehérjék felismerését (Rpn10/SEd és Rpt5/SH, a kitekerésuket
(ATPA&z gyiri egyuttmikodése), a 20-alegységek kapuzasat (Rpt2) és a 20S
csatornajaba a kitekert polipeptidlanc beletap#lad@TPazok). Mint lathato, a
legtébb folyamathoz hozzarendelhetgy vagy tobb alegység, amely elengedhetetlen
az adott folyamat végbemeneteléhez. Adfags alap alkomplexek mesterséges
szétvalasztasaval sikerllt tisztazni, melyik alkterpek megkdzeldleg mi a
funkcigja, de ezt kevés esetben sikerlilt alegységekjére sikiteni. Az eukariota
ATPaz gyiri 6sszetételének szerepét még nem értettik megerjjdiszen noha

behatéan vizsgaltdk maxrchaebacteriurokban az ott fellelhét ATPaz komplex
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funkcioit, ez mégsem ad magyarazatot arra, hogytnsiéell hat kilénbo& ATPéaz
az eukariotdknak. A PAN, Methanococcus jannaschATPaz komplexe csupan
egyféle fehérjétl all és ez a megfigyelések szerint minden egydsmita ATPaz
gyiri funkcionak megfeld prokariéta folyamatot tokéletesen véghez tud Vit
138 Ma ez az archaebakteridlis rendszer a legjobb efifled az ATPazok
mikodésének. igy derilt ki példaul, hogy a megtelétlismebszekvenciaval
rendelked fehérjeket a PAN kitekeri és a felisiszekvencia féli polipeptid
termindlissal kezdve bejuttatja a 20S komplexbé&oaben az ATPaz komplex sajat
nyilasan keresztillhtizza a kitekert fehérjékef**> ATP analégokkal végzett
kisérletek kimutattak, hogy az ATP hidrolizis csupészubsztrat kitekerésehez kell, a
nem hidrolizalhatd ATP analdgok kotésekor zavantalavégbemegy a 20S-PAN
Osszeszerétiése, a 20S csatorna kapuzésa és egy mar kitekénd bejuttatdsa a
20S liregébE® Ezeket korabban energiaigényes folyamatoknak gjtaid Ezek az
eredmények valtozatlan formaban érvényesek az iétdidar hattagl ATPaz
gyirijére®®.  Lehetséges, hogy a regulator komplexen belil jliezdinom
atalakulasok, a bonyolultabb eukariota szubsztriitekerésének megannyi [épése és
szamos ismeretlen, a szubsztratok kezelését smalbalplyamat kivanja meg az
eukariota ATPaz alegységek kozti kilonbségeket.

A Drosophila proteaszoma genetikai analizise édhatdédon (tekintve a
generacios itket és technikai sziikségleteket) sokkal kevésla¥jeidlt, mint a két
éleszé!0 120138190 A proteaszomat éritit genetikai  kutatdsokban azonban a
Drosophila fontossagat az adja, hogy tobb&egis fejbdését befolyasolhatjak a
proteaszéma mutaciok. Munkacsoportunk biokémian (é@sgalva aDrosophila
regulator komplexet eljutott addig a pontig, mikorar az alegységek egyedi
tulajdonsagainak megismeréséhez szikségessé vaferetikai megkozelités
felhasznalasa is. Ez vezetettRyatl mutansok vizsgalatahoz.

Finley és munkacsoportjdnak az ATPaz domén pontidival nyert
eredményél azt mutatjgk, hogy aRptl kivételével az dsszes ATPaz mutécidja
G2/M késést okoz. ARptl mutacidja azonban G1/S-ben Vvalt ki megallast eglez
egyedulallé eddig a regulator komplex alegység niakdkozott (kiveve az Rpnl2-t,
amely G1/S és G2/M blokkot is mutd). Ezek a kulonbségek felvetik azt a kérdést,
hogy mi lehet az alegység funkciéja. Ezért tehdmikar P-elem altal okozott
proteaszOma alegység mutansokat keresiimdsophila melanogastdsen és négy

Rptlallélt is talaltunk, értelemszewrolt a mutansok tovabbi vizsgalata. Feltételeztik,

66



hogy valamilyen, magasabbrdekben nem ismert proteaszoméalis funkciora
derithetlink fényt aRptl alléljainak segitségével. Minthodyrosophilaban ezt az
alegységet csak S2 sejtkultirdban RNS interfereaffavizsgaltak, mas komplex
organizmusokban pedig szintén kevéssé ismert azl Rphkcidja, amellett
dontoéttiink, hogy a mutdnsokat részletes analizisagik ala. Miutdn meghataroztuk
a P-elemek helyzetét, azt talaltuk, hogy harom ddekil ugyanabban a pozicidban
fordul ebb az Rptl gén 5 nem transzlalt régidjdban. Ez a régio a legtohhbgé a
promoterrel egyutt mutacios forropont, mivel a Bregék preferenciat mutatnak az ide
tortérd integraciora. Kiderilt, hogy aRptI*!'°eés Rpt1@SH7 t5rzsek P-elemei,
mindkett lacW elem, forditott orientacidban épultek be egghoz képest ugyanarra
a genomi helyre. A két allél fenotipusa viszont negyanaz: azRpt¥*** allé|
méasodik larvastadiumd (L2) letalitast, mig RptI@SH®S allél babletalitast
eredményezett homozigéta formaban. Ennek magyaraaat lehet, hogy az
Rpt1@SH%™ p_elem esetén a P-elem markerként szolg@l8© (miniwhitd gén
promotere €s ORF-je’ ¥égével aRptl ORF felé orientalodik. Ezaltal, mint ahogy
az mas kisérletekben mar tébbszor bebizonyosodnteril a promotersl induld
transzkripcio akar a"™ és aRpt1mRNS-ek egy transzkriptumba tortéatirodasa,
majd splicing-ja révén is képes lehet Bptl kddold régidig eljutni és eit
valamilyen mennyisdg transzkriptumot létrehozni. Kisérleteink alapjare a
Rpt1@SH™  gjiglra homozigéta babokban aRptl mRNS  mennyisége
dsszehasonlithatd a vad tipusban talalt mennyiséggetalan aw™S promoter
aktivitasanak koszonhetA hibrid w'm-Rptl mRNS keletkezését kisérletes médon
nem vizsgaltuk. ARptl gén tehat aRpt1@5H%" mytansokban val6saisitheten
csupan kis mértékben sériil, mivel menekitve a k& pt1@S"%5t6rzs eljut farat
adult allapotig, illetve kis részben kikelésig. Autaciohoz kdidoé babletalitast
feltételezheien nagyobbrészt@G17985gén P-elem éltali elrontasa okozza.

A RptI®t! mutacié homozigétaként L2 letdlis, két, Rptl régiot kitakard
delécio felett viszont rendre babletalisnak bizdnyA mutans allatokban aRptl
CG17985genomi régidban egy pontmutacié talalhatd, ametynasavcserét okoz.
Az Rptl fehérje 382. aminosava valtozik gli¢inaszparaginsavra. Ennek jelésgge
egyebre még ismeretlen. Transzheterozig®ptT* ' IRpt1*E! allatokat teljesen
lehet menekiteni aRptl menekit kontrukttal, mig a homozigot&Rpt1 4L et
csupan részben, vagyis egy szemiletdlis hattéridutalélhaté eRpt1*c1t hordoz6é

kromoszéman. Masik magyarazat lehet erre a jeleasgg hogy &Rpt1*°P-elem
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az RptI*t¥Lgyel parosodva kihurkolédik és igy kozel kerill egghoz az Inr és
DPE elem, amely eredményes transzkripciot tesztdede Tervezzik aRpt13E?
kromoszoOman esetlegesen jeledlédvattérmutaciét rekombinacioval eltavolitani a
pontmutans kromoszomarol és vizsgalni a pontmutaciénekithgiségét és
fenotipusat ilyen korilmények kozott. Amennyiben pantmutacio letalisnak
bizonyul, homol6g rekombinaciéval tervezzik kicteird vad genomRptl példanyt
egy helyspecifikusan mutagenizdRptl példanyra, amely guanimadenin cserét
hordoz a gén 1255. nukleotidja helyén. Mivel nagyaveésse ismerjik, hogy a
proteaszémalis ATPazok C termindlis régiéja milgearepet tolt be a sejtben lezajlo
folyamatokban, az RptI*f! mutaci6 vizsgalata ezzel kapcsolatban értékes
informaciokat nyujthat.

Mivel az Rptl gén aCG17985gén masodik intronjaban helyezkedik el,
nehezebbé valt a mutans fenotipusok interpretadidiathogy aCG17985annotélt
ugyan, de egyaltaldn nem jellemzett és homoldgjeim sléteznek mas
magasabbreriggkben BLAST keresések alapjan, nem tudtuke@tlezni, hogy ha ez
a gén sérllne a P-elem integraci6ja altal, az héadda-e a P-elem &altal okozott
fenotipushoz vagy sem. 8G17985mRNS igen kis éfordulasi gyakorisagu, ezért
csupan babokbdl sikerilt kimutatnunk RT-PCR-rel &talunk hasznalt primerek
segitségével, larvakbdél nem. Tehat nem tudtuk megimu, hogy a larvaletélis P-
elem inszerciok csupan &ptlvagy mindkeét gén alléljai-e.

Nem volt kizarhat6 tovabba az a lefsgig sem, hogy @G17985FlyBase-ben
prediktalt splicing sémaja nem helytall6 é€@17985exonok kozé aRptlegyetlen
exonja is splicinggal bekerilhet egy mRNS izoformabamely igy egy N és C
termindlisan meghosszabbodott Rptl fehérje izoforkddolhat. Emellett Iétezik a
rovidebb Rptl izoforma is. A révidebb forméat immbiaton tudtuk detektalni, mig a
hosszabb izoformat nem. RNS szinten nem vizsgakukhosszabb izoforma
létezésének leh&tégét. Mindazonaltal a hosszabb izoforma |étezdgesdt cafoltuk
meg az eddig elvégzett kisérleteink soran. Ha ikt@zhosszabb izoforma, az sok,
mas fajokban nem lehetséges Rptl szabalyozasi métibeb.

Ugy véltiik, hogy az Rptl vizsgéalata szempontjaladiznos lehet, ha a P-elem
impreciz kivagodasaval kis deléciokat hozunk IéEeek, amennyiben nem érintenek
egy, aCG17985intronon bellli fontos szabalyozo régiét, nem &gmar zavarni a

CG17985¢geén niikddését, de aRptl-et sulyosan karosithatjdk. Az excizios torzsek

sz
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tortént, egy P-elem darabot hagyott maga utan &em-eredeti helyén. Deléciot
szamos keresési kisérlet utdn sem talaltunk eblvégidban. Ennek magyarazata az
lehet, hogy a delécié @brdulasa ennél a P-elem ugratasnél igen ritka é®s n
vizsgaltunk meg megfekglszamu excizios torzset.

A szekvenciavizsgalatok soran kapott eredményelcg@portba osztottak a
mutansokat: az L2 letalitasiakban 250-1000 bp nasiadza a P-elem két védiab
mig a babletalisokban 1-160 bp. T6ébbszoros étlers utan is embridletalisnak volt
mondhato tobb tbrzs is, mivel nem talaltunk homeétag kikeb larvakat. A
heterozigétak nem mutattak aRptl régidban DNS hossz polimorfizmust.
Feltehebleg ezek az allélok tébb gént étintaz Rptl kornyékét lefed deléciok,
amelyek nagyobbak 4,5 kb-nél, a DNS hossz poliraoris kimutatasara hasznalt
tavolabbi PCR primer par tavolsaganal vagy pedigadiagos mutaciok. Ezeket a
torzseket nem vizsgaltuk tovabb.

A szekvendlt, P-elem visszamaradasokkal jar6 maikadelécidkhoz és P-
elem allélokhoz keresztezése mefgiitt minket arrdl, hogy ha van is a P-elem
visszamaradason kivil mas mutaci6 a genomban, ahebl les#kilt az Rptl
kornyéki 303 kb-ra. A masodik mutacio jelenléténaksgalatara aRptl teljes
kodol6 régiojat azUbi63E ubiquitin gén enhancer-promotere utan klénoztuk és
pCaSpeRDrosophilatranszformaciés vektorban embridk csiravonalapekialtuk.
Ezzel a menekit konstrukcioval sikertlt menekiteni az egyik bablist mutéciot
(Rptl™Y), de a larvaletdlis Rptl'®) és az eredeti P-elenRi§t¥**'!Y mutaciok
menekitve csupan baballapotig jutottak el. Rptf”* mutansban a menekit
konstrukcié azRptl mRNS-t korllbelll tizszer nagyobb mennyiségbeeztej ki,

1P1

mint aRptl ™ mutansRptlgén, és a menekimRNS mennyisége 6sszehasonlithatd

volt a vad tipustRptlmRNS mennyiségével RT-PCR adatok alapjan. Haé&ziRiT-

1L15

PCR-rel vizsgaltuk aRptl tartalmat, a menekitetRptl— mutaciora homozigota

allatokban valamivel tobRptl mRNS volt jelen, mint a vad tipusban. TehaRgtl
felteheten a vad tipus szerinti mértékben expresszaloditnemekitett Rpt1°
mutansban, igy a babletalitas oka gyanithatéa®@l7985 gén sérilése. Az
Rpt1@SH™S  mutaci6  menekitésével és aRptEF"@?15% homozigéta Aallatok
daughterlessGald-gyel tortérd indukciojaval nyert szemiletalis fenotipus tovabb
erdsiti azt az elképzelést, hogy &ptl 5-UTR-ben talalhatdé P-elemek babletalis

vagy szemiletali€G17985mutacioknak foghatok fel.

69



Feltételezhetjik tehat, hogyG(G17985egy egyedfefldéshez sziikséges gén,
melynek mutacidja letélis vagy szemiletalis ésRmt1-*5, Rpt1*!1% RptFP@2153¢g
Rpt1@SHO87S 31610k a CG17985génnek olyan mutacisi, amelyek ennek funkciojat
csorbitjak. Mivel &CG17985mRNS nagyon kis éforduléasi gyakorisagu a larvakban,
nem sikeriilt sem a vad tipust, semRatl® ésRpt1!*° mutaciokra homozigéta
larvakban RT-PCR-rel kimutatnunk. igy nem tudjugi ez a transzkript jelen van-e
és milyen mértékben a larvaletélis mutansokbamRpAT™ mutansban viszont jelen
van, mégpedig a vad tipussal megkoakdd azonos koncentracioban. Tehéat csak a
Rpt™ mutansrél allithatjuk biztosan, hogy benneC&17985gén nem sériilt.
Tisztazatlan tovabba, hogy a 600 bpRy1*® P-elem maradék hogy befolyasolhatja
aCG17985gén expresszidjat vagy splicingjat az intronbamaAonatkozéan vannak
irodalmi adatok, hogy intronokban fontos szabalyszékvenciak lehetnek jefer

A real-time PCR-rel mérRptl expresszié adatok kimutattak, hogyrpt®™
mutans azRptl gén hipomorf valtozata. A visszamaradt P-elem wzedia hossza
valamilyen médon befolyasolta a gén expressziojanakéekét. Miutan elemeztik a
FlyBase-ben jelzeRptltranszkripcids startpont korili szekvenciakat, €gy, hogy
azRptlgeén Inr (iniciator) és DPE (downstream promoteneint) elemeket hasznal a
transzkripcié iniciaciojara. A két elem kozotti tdsdg kritikus a transzkripcid
hatékonysaga szempontjabdl Az Rptl promoter a DPE konszenzus szekvenciajat
tartalmazza a megadott helyen, mig az Inr szekagndiét nukleotidban tér el az
idedlistol, igaz, ezek kozul az egyik egy nagyotiejezé dezoxiadenozin a
transzkripcio kezépontjan. Ez az ,A* minden, az irodalomban talalhatényitott
mutagenezis kisérletben esszencidlisnak bizonguhrafunkciéjahoz. Tehéat aRptl
esetében nem lehet sz6 ép iniciatorrdl, csak tisaeti szekvenciarol. A P-elemek
kozul harom, amely az' 8JTR-be beugrott, a DPE elembe, Rptl gén 31. és 32.
nukleotidja k6zé ékétott be. Ezaltal a szigoru szekvencia konzervatasmDPE
elem karosodik, ami az alap transzkripciés aktivitdegséinését kellene, hogy maga
utdn vonja. Mivel azonban a P-elem inszercié meichausa miatt duplikalédik a
DPE elem, az Inr és az Uj DPE egyutt képes leheareszkripcid iniciaciojara. A
koztlk lew tavolsag azonban a teljes P-elemek esetén 11 Ikiagsobb. Ebben az
esetben valésziiteg nincsen transzkripcio, kivéve &pt1@SH7 esetét. ARptT™
mutansban viszont 32 bp-nyi szekvenciaval toldadiék meg az Inr és DPE kozotti
tavolsag. Ez konnyen vezethet egy létréjode a normalisnal gyengéhbRptl

transzkripciohoz. ARptIEP@?%3elem az iniciator és a DPE kozétt helyezkedik el.
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Ugyanugy, mint a tébbi P-elem inszerci6, ez is mégteti a hatékony transzkripcio
lehetségét.

Csoportunk korabbi kisérletdib tudjuk, hogy aDrosophila embrié anyai
hatas kovetkezményeképpen igen nagy mennyig&&gy proteaszémat halmoz fel.
Ennek koncentraciéja az egymas utan koveétkezvastadiumokban fokozatosan
csokken, vandorld L3-ban majdhogynem kimutathat&tfd° A bebabozédas utan
megrd az igény a 26S proteaszoOmara, ezért a babozdéidisdubra soran jeletsgen
megré a 26S proteaszéma koncentracidja az allatokAaBnnek létrejéttéhez mar a
proteaszoéma gének transzkripcidja kell, tehat lielféeg ez az a stadium, ahol egy
proteaszéma mutécio letalitast okozhatRptl™! mutans megésiti ezt a feltevést,
mivel babstadiumban pusztul el, noha bizonyos eglyédem tobb, mint 20%) képes
a farat adult stadium P12 szakaszaig elélni. Ewabibélés feltehéleg etsen flgg a
kornyezeti tényeiktol. Vizsgaltuk ezért a kilonbdz homérsékletek hatasat a
killénboz Rptl mutansokra. Altalanossagban elmondhatjuk, hogy ®C2helyett 18
vagy 30°C-on tortéw inkubacio csokkenti a mutansok életképességéanTat Rptl
mutans proteaszoma érzékeny szerkezete reagal ivaegata ldmérséklet
valtoztatasara, ébbre tolva ezzel a mutans letélfazisat.

A katalitikus komplex larvalis letalis pontmutaaiak-**'%° |etalfazisa nem
azonos aARpn10/S5a/p54 és RptT™ mutans babletalis fenotipusaval. Ez talan az
anyai katalitikus komplex készletek korabbi kimédé@re utal az egyedfégjlés soran.
Az Rptl'® és a larvalis letalis P-elem inszerciok letalfazisltételezhéien azRptl
és a CG17985 kozos defektusanak koszonhetA CG17985 sérilése azRptl
menekitése esetén babletalitast eredményeRp#?SH%" g¢s azRpt1*® mutans
esetében is. AZRptl mutacié letalfazisat a€CG17985 menekitése esetén nem
hataroztuk meg ezeknél a torzseknél. Rptl promoter teljes elrontdsa miatt

1L15

feltehet, hogy azRpt és a larvélis letdlis P-elem inszerciokban nincBgml

transzkript, ezérkptl nullmutansok. ARpt1*°

nullallél voltat megeisitend, nem
kaptunk terméket homozig6®@ptl'® és Rptl® larvakbol Rptl primerekkel RT-
PCR-t végezve, mig a vad larvakbdl igen (az adatoksenek bemutatva). Azptl

nullallél fenotipusat, mivel aRpt1*

mutansban sérul @G17985gén, nem tudjuk
biztonsaggal megallapitani. Amennyiben ez masodikvastadiumua letalisnak

bizonyulna, biokémiai jellemzése nehézkessé valdaavakban talalhatd proteaszéma
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igen csekély mennyisége miatt. A biokémiai vizstgdhoz értékesebb egy hipomorf
babletalis mutans, mint péld&rpt™”.

Az RptlmRNS csokkenése mellett fehérjeszinten is ésnleltsdkkenést az
Rptl szintbenRptf! mutans esetében immunoblotot alkalmazva. Ennelnsor
kiderult, hogy harom Rptl forma is reagéal a polidbs, Rptl elleni ellenanyaggal a
babextraktumban. Kétdimenziés gélen az elkulonitheformdk szama
megszaporodott, 18 cm-es IF gélen legaldbb hatbdRm@tl immunreaktiv foltot
figyelhettiink meg a babban. Ezek egymashoz vismathyienzitasa eltért a vad tipus
és mutans kozétt, a mutdnsban az egyik modosibothal kevesebb volt a vad
tipusban megfigyelhét moédositott formanal, de a tobbi folt (mddositatlas
maddositott formak) dsszevethietolt a mutans és a vad tipus kozoétt. Ez a médosita
igen nagy valosziiséggel foszforilacio, mivel alig emeli meg a febé&r
molekulatbmegét, de az izoelektromos pontjukat saémyba gisen eltolja. Annak
ismeretében, hogy az emberi Rptl foszforilal8tifoszfatazokkal torténkezeléssel
probalkoztunk és burgonya savas foszfatazzal dkaszin csokkenteni tudtuk egy
kivételével az 6sszes Rptl forma intenzitdsat. Bdsarlet megdisitette az Rptl
foszforilacid6 meglétét. Embriokbol és adult alldiok készitett kétdimenzids gélek
segitségével kimutattuk, hogy mig az adultban dddimegegyaz szamu foszforilalt
forma van, az embridban ké&tel kevesebb. Tehat a foszforilaciok szamas ki
allapotfigd®, nem kizart, hogy 0Osszeflggésben all a lebontdwénk fehérjék
jellegével és/vagy a kofaktorok valtozo jelenlété@sehidnyaval a fejlés soran. Mas
adatok is arra utalnak, hogy ATPaz alegységek dodatioja fontos lehet a 20S és a
regulator komplex kapcsolédasabtn

A nativ gélelektroforézis soran kapott eredménymiszerint az egyszeresen
és kétszeresen sapkazott proteaszomak detektéhatavalnak &ptl™* mutansban
és jelenbsen megh a szabad katalitikus komplex mennyisége a muthaitdséra,
valamint a regulator egysége is megbomlik, arraedngk kovetkeztetni, hogy a
lecsokkent Rptl szint miatt a kevés Rptl csak kisnmgisé§ normal 26S
proteaszémat tud létrehozni. Rptl hidnyaban egyrésgyon lecstkken a regulator
komplex és a katalitikus komplex kapcsolédasi vahisége (tehat megra szabad
20S aranya a nagyobb komplex 20S tartalmahoz ws$@), masrészt a regulator
komplex tobbféle abnormalis forméaja jon létre, ayakl a 20S-hez kapcsolddva
masfajta mobilitast okoznak, mint akar az egyszsreakar a kétszeresen sapkazott

formékéi. A regulator komplex megvaltozott forméisszhangban a szabad 20S
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megnovekedett koncentraciojaval, szabadonsteelulnak egy 20S kordli mobilitasu
savban hosszabb expozicidkon. Ez a sav nagyobHitasbj mint a szabad regulator
lenne, raadasul szabad regulator nincs jelen n@amal a sejtben. Tehéat
O0sszességében sulyos szerkezetbeli valtozasolddatsiz le az Rptl hianyaban,
megebsitve az S2 sejteken RNS interferenciaval kapattaict®.

A regulator komplex alegységek expresszidja kul@tbbatasokra mindig
dsszehangoltan valtozik meg. Eléd®n ezért az RPN4 transzkripciés faktor f8fel
tébbsejtiekben pedig ismeretlen ennek mechanizmusa, noliRpat0/S5a/p54-nek
fontos szerepe van ebben a transzkripciés kooridibad®®'%* Errel utal az, hogy
Drosophildban aRpn10/S5a/p54ielécioja babletalitAshoz és a tobbi alegység igen
nagymérték tultermebdéséhez vezetél? RNS interferenciaval lecsokkentve a
Rpn10/S5a/p54 szintet F2rosophila sejtekben a tobbi alegység gén transzkripcids
aktivitasanak novekedése figyelhaned®. A Rptf™* mutansban is megfigyeltiet
minden alegység expresszios szintfe meg. Annyi biztos, hogy nem olyan nagy
mértékben valtoznak a koncentraciok, miztRpn10/S5a/p5Hab esetében.

A multiubiquitinalt fehérjék felszaporodasa Rptl™ mutansban arra utal,
hogy a rendellenesen OsszeszZ@tétt proteaszéma nem képes arra a katalitikus
aktivitdsra, amelyre a vad 26S proteaszoma. Teh&galator komplex funkcioja,
feltehetleg az altalanos ATPaz funkcidk (kitekerés, kapubigaplalas a 20S-be)
sérulnek. De az is feltételezighogy pusztan a szerkezet valtozasa teszi lebetetl
mas alegységek thkodését. Mivel ez egy hipomorf mutans, nem feltéile
kovetkezik be a multiubiquitinalt fehérjék olyan mié felszaporoddsa, mint a
JRpn10/S5a/p54nutans esetén, amelynél szembeézik a jelenséd’. Minthogy a
ARpn10/S5a/p54gy ubiquitin receptor nullallélje, értldet koncentracionovekedes.
A RptT! mutans esetén a kevés, Rptl-et is tartalmazo pmiiem még képes lehet
bontani a szubsztratok jelést hanyadat. Az Armadillo Btkatenin) fehérje
mennyisége nemhogy megnde drasztikusan lecsokkenRpt™* mutansban (az
adatok nincsenek bemutatva). Minthogy ez a feleéfeoteaszOma szubsztratja, és a
varakozas szerint fel kellene szaporodnia a mutimsk RptT' mutacié egy
Armadillo feletti szabalyozasi szintet zavarhat mezgel a varthoz képest ellentétes

hatast kivaltva.
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A kromoszomafestéssel nyert adatokat értelmezva ptottunk, hogy az
Rptl feltehetleg mas ATPazokkal egyitt vagy a regulator komplészeként a
kromatinon valamilyen funkciét lat el, amelynek amlilyen kbéze van a
transzkripciéhoz. Azok a korabbi megfigyelések, ynagproteaszémalis ATPazok a
transzkripciOban szerepet jatszanak és az Rptl akpszkripciés faktorokkal
komplexet tud képezni, medsitik ezeket az eredményeket. Ismereteink szernt a
irodalomban egyetlen cikk talalhaty amelyDrosophila 6riaskoromoszéman vagy
barmely mas, jol festhétkromoszoman regulator komplex elleni ellenanyagbkk
nyert festést vagy jelolést targyal. Az Rptl ellelenanyaggal kapott eredmények
kiegészitik a kromatin immunprecipitacioval nyertddei adatokat, valamint
régiokhoz lokalizéljak a proteaszéma alegységekepuffokban kapott s Rptl
festbdés és az RNS polimerazzal valé kolokalizacio nmeedk sejtetik a transzkripcids
szerepet, de tovabbi kisérletekkel ez bizonyithktidet. A polimerazzal nem
kolokalizalodé Rptl immunreaktiv savok pedig fedtdleg mas DNS flgg
folyamatokban segédké&zproteaszomak helyzetét jelzik. A puffokban az RNS
polimeraz fesidés kissé diffuz képe a fellazult kromatinstruktaréital, de itt jol
kivehett az Rptl lokdlis feldisulasa. A gyenge polimeragtést az é€s Rptl
festéssel péarositva arra juthatunk, hogy az Rpklandranszkripcion tul is lehet
szerepe a puffokban, talan a kromonémak ragaszgangk lebontasa, amellyel a
fellazult struktGrat létrehozza. Ezek fényében alétalitas oka aRptl™ mutans
esetében nem csak a cstkkent ubiquitin &liggoteolizisben keresetidhanem a
regulator komplex csokkent chaperonsz&TPaz gyirii aktivitasdban is, amely a
hipotézisek szerint a transzkripcio esetériikaaik. Tehat a letalitas részben
valamilyen transzkripcios vagy kromatinszerdeesi defektusnak is tulajdonithato.
Mas proteaszoOma alegységek elleni ellenanyagokésa sikertlt olyan egyértekn
kromoszéma festlést kapnunk, amely Rptl ellenanyaggal egylttbkdastést tenne
lehetvé. Mivel ez tobb hipotézis medsitésében vagy elvetésében segithetne,
szandékunkban &ll tobb mas proteaszoma elleni agliggot kiprébalni
kromoszomafestésre és a festési technikat finomitan

A Rad23B fehérje felszaporodasa Rptf* mutans babban arra enged
kovetkeztetni, hogy ez a fehérje a vad babban asatanalis lebontasnak van kitéve.
Minthogy arra nézve hianyosak az ismereteink, regyoteaszéma specifikusan egy
fehérje riboszémalis szintézisét befolyasolna, iszont tébb esetben bizonyitBit

hogy egy fehérje specifikus lebontasaban segédkebidytalldé lehet ez a
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kovetkeztetés. AzRptf™* mutansban nem latszott multiubiquitinaciéra utad, j
vagyis valamilyen mas aton mehet végbe a lebontés.

Saccharomyces cerevisiben az Rptl ATP4z domén pontmutacidja a
sejtciklusban G1/S fazis blokkot okozott, ellenégttaz 6sszes tobbi ATPaz alegység
ben azRptl szekvencia részleges delécio@n(s-1) G2/M megallast okozdtt®®
Mivel mindkét mutacié aRptl ORF szekvencidjat érinti, &ptf™* pedig azRptl
transzkripciojat, kivancsiak  voltunk, mutat-e vallyen mitotikus
kromoszémaaberraciét Rpt™! mutans, vandorlé 3. stadiumos larva neuroblaszt
preparatuma. Nem talaltunk semmiféle megfigyélHabmoszémarendellenességet
az agypreparatumokban, tovabba neitt meg a mitotikus index sem, ami azt engedi
sejtetni, hogy a mutans sejtekben nincsen a miiédmidblokk. Lehetséges, hogy a
hipomorf Rptf* mutaci6 nem elég és ahhoz, hogy az agyban
kromoszomarendellenességeket okozzon. A masik maxpiaaz lehet, hogy mar a
mitozis ebtt sejtciklusblokkot okoz a mutacid. Eztositi az a tény, hogy a ciklinB
mennyisége egyaltalan nem, mig a ciklinA mennyisgsggan kissé emelkedik meg a
Rpt™* mutansokban. ARpn10/S5a/p54nutaciéDrosophilabannagyon jellegzetes
mitotikus fenotipust mutatott a kromoszémaprepamékon, vagyis ennek az
ubiquitin receptornak a szerepe részben a mitdtysuinan felhalmoz6do szabalyozo
fehérjék lebontasa leH8 A kapott eredmények alapjan ez az Rptl-re, |édgséa
Rptf™! mutans vizsgéalata alapjan, nem igaz.

Genetikai interakciét mutattunk ki mind Bptf™* és ARpn10/S5a/p54°
mutansok, mind aRptf! és mks mutansok kozétt. Amks az APC/C Cdc27
alegységének hipomorf mutacitja A kélcsonhatas mindkét esetben szinergisztikus
jellegi volt, tehat a mutaciok egymas letalis hatasasieették. Amks és RptT™

' nem mutat mitotikus

kozotti interakcio nehezen értelmezhetmivel a Rpt
fenotipust, ellentétben eks-sal, amelynél ez igen kifejezett. Mindazonéltal az
altalanos proteaszoma funkcio elengedhetetlen a€/@Paltal multiubiquitinélt

APC/C altal kevéssé multiubiquitinalt fehérjék lakisat, tehat 6sszeadddnak a
negativ hatasok. igy értelmezbietARpn10/S5a/p54yel adott interakcio is, amely a

proteaszéma a két mutacié altali fokozott terhgltsgelentheti és az ilyen modon
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megvaltozott proteaszoma kevésbé tudja betdltemkcigjat, mint az egyszeresen
mutans proteaszémak.

Eredményeinket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy Drosophila
melanogaster26S proteaszomajanak, ezen belll is a 19S regutatoplex egyik
alegységének, az Rptl/p48B-nek genetikai tanulmzasg soran sikerlt egy
hipomorf Rptl allélt izolalnunk és ennek segitséfjiéaz alegység szerepét
vizsgalnunk. A hipomorRptT™! mutans vizsgélata soran felfedeztilk Rptl fehérje
multifoszforilaltsagat, az Rptl szerepét a protéasz szerkezet kialakitasaban, az
Rptl kapcsolédasat a kromatinhoz, ennek az alegg&ég szerepét mas alegységek
expressziojanak szabéalyozasadban, az Rptl hozzgatula Rad23B fehérje
lebontdsahoz, valamint a mitotikus blokk hianyat aésnultiubiquitinalt fehérjék
felszaporodéasat a hipomorf mutansban. Kevés bigskygyilt eddig 6ssze arra
vonatkozolag, hogy az Rptl alegység a proteaszdreldihegyedi funkcidkkal bir. A
Rad23B felszaporodasa és a foszforilaciés mintédapjan feltételezhét az
Rptl/p48B individudlis szerepe, azonban ennek e&szl tisztazdsa tovabbi

vizsgalatokat igényel.
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Osszefoglald

Az eukariota szervezetek sejtsginthomeosztazisanak fenntartdsahoz
szamtalan szabalyozo folyamat finoman iranyitotrdlinacioja sziikséges. Az egyik,
leginkdbb az utdbbi masfél évtizedben megismerty nfitossagu szabalyozas
ezekben az 8lényekben a 26S proteaszéman keresztil valosul Breg.2 MDa-nal
nagyobb tomeify sok alegysédgh felépuly, szabdalyozott aktivitdsu protedz képes
lebontani a multiubiquitinalt fehérjéket. A szubvattehérjékhez kovalensen kapcsolt
multiubiquitin lanc létrejotte harom enzimikbdésének kdszonligtamelyek sejtben
eléforduld tipusait 6sszefoglalva ubiquitin ligaz remdrnek nevezik. Az ubiquitinélt
fehérjék szallitasat és proteaszoma altali feligstrproteaszomalis és a komplexhez
csupén lazan kapcsolodoé fehérjék egyarant végézi#e®6S proteaszéma két nagy
komponenstl, a 19S vagy regulator és 20S vagy katalitikus jpdextsl épdl fel.
Egy, a proteolizis végrehajtasaért féselkatalitikus komplexhez egy vagy két, a
proteolizis szabdlyozott lefolytatasat €s a muitjubinalt fehérjék felismerését és
processzalasat vagregulator komplex csatlakozik annak egyik vagy dkit vegén.

A regulétor komplexek szerkezetileg és feltélegf funkcionalisan is két részre, az
alap és fed alkomplexekre tagolodnak. Az alap alkomplex kolergil kapcsolodik a
20S partikulumhoz, annak kdlgyiriijéhez, mig a fetlalkomplex az alapra épilve, a
20S komplexil tavolabb helyezkedik el. Az alap alkomplex haréhaf ©
funkciondlis csoportba tartoz6 fehérj@kbépil fel. A p54/Rpnl0/S5a fehérje a
regulator komplexd multiubiquitin receptora. A p110 és palegységek a regulator
komplex strukturalis bazisat képezik, sok fehégkérie kapcsolatot Iétesitenek a
komplexen belll, valamint a proteaszomahoz lazgacasalt fehérjékkel. Végul az
alap alkomplexhez tartozik hat darab ATPaz alegys@gelyek gyri alakban
egymashoz és a 20S komplexhez kapcsolédnak. Ezekn&AA csalddba tartozé
ATPazoknak mindegyike egyéni funkcioval rendelkezikarjadz6 éles#ten, tehat
nem redundansak. Vizsgalatuk azonban csupan a tkefZdésban van még az
éleszében is, mig a magasabbréneukariotdkban nagyon kevés informéacié all
rendelkezésre ezekr az alegységekt. Kutatdsaim targya aDrosophila
melanogaster egyik proteaszomalis ATPazanak, a p48B/Rptl/S7-nek

proteaszémaban és a sejtben lezajlo folyamatokétittditt szerepe.
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Az Rptl alegység génjében négy, P-elem okoztgefilen mutacio is ismert,
amelyek nyilvdnosan hozzaférbkt Vizsgalatukkal kezdtem neki a génfunkcid
helyet. Harom masodik larvastadiumua (L2) és egyldidlis recessziv P-elem allélt,
valamint egy EMS indukalt mutanst azonositottunkely nem komplementalta P-
elem allélokat. Az EMS mutans masodik larvastadiunedalitast mutatott.
Transzpozazforrdshoz keresztezéssel kiugrattuk gyik,emasodik larvastadiumu
letalitast okoz6 P-elemet, hogy a gén funkcidjatléciés mutansok utjan
vizsgalhassuk. A kiugratasbol babletalis és L2iktarzseket kaptunk, amelyekben a
letalitas 1-35 bp, illetve 250-1000 bazisparnyi I&e vég visszamaradas
kovetkezménye volt. A mutéacidk az eredeti P-elemig@djaban maradtak. Ezeket a
mutansokat, valamint az eredeti P-elem allélokazZEMS mutanst alapos genetikai
ellendrzésnek vetettik ala. Két, &ptlrégiojat kitakard, atfedldelécioval szemben a
mutansok megrizték letalfazisukat. Kivétel volt ez al6l az EM8utans, amely
transzheterozig6taként babletalitast mutatott. Ez adlél az Rptl fehérje 382.
aminosavat valtoztatja gliciiraszparaginsavra egy pontmutacio révén. Letalifzis
befolyasolja egy szemiletalis hattérmutacio. Egymbpigota babletalis mutanst
(RptTh) sikeriilt egy, a vadRptl gént tartalmazé transzgénnel menekiteni. A
CG17985gén, amelynek intronjdban Bptlhelyet foglal, megrizte expresszidjanak
mértékét aRptT " babletalis mutansban. Mindezek az eredmények nietgly arrdl,
hogy Rpt* mutaci6, amely a letalitast eredményezi, csupdRpizet érinti. Az L2
letalis inszerciok menekitési kisérlete, amely b#diamu letalitast eredményezett,
azt sugallja, hogy az 0Osszes P-elem inszercié6 renez Rptlben, hanem a
CG17985ben is letalis mutaciot okoz.

Harom P-elem, illetve az exciziobdl szarmazoé ingp&ra gén egyik promoter
elemében Ulnek, amely a P-elem integraciéjakor meigdodott és a gén kodolo
régio felé e szakaszan megismédik. igy a P-elem és annak maradékai eltavolitjak
egymastol a promoter két elemét (Inr és DPE), akz&tgénen a transzkripcios
hatékonysag csokken. Ennek bizonyitasara a gérketnréverz transzkripcioval
kapcsolt kvantitativ real-time PCR-rel amplifikddtés az egyik babletalis mutansban
(RptT™Y) harmincszoros csokkenést tapasztaltunRpi transzkript mennyiségében a
vad mintahoz képest. Kulonbséget talaltunk az Rgit&rje szintjében is a mutans és
vad babok kdzott immunoblotos technikaval. Az egyitér a real-time PCR-ben is

felhasznalt babletalis mutansRitl’") részletesebb vizsgalatnak vetettik ala.
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Kiderult, hogy nem csak az Rptl, de tbbb mas psateaa alegység expresszidja is
megvaltozik a mutansban. Nativ gélelektroforézisekalasztva a proteaszéma
formakat kideriilt, hogy &ptT* mutansban elnik a két 26S proteaszéma forma, egy
koztes mobilitAsi komplex keletkezik, amely kevéstindans. A szabad 20S
katalitikus komplex mennyisége drasztikusan néegrs jelentkezik egy, a vadban
nem megfigyelhét gyorsan vandorlo, regulator komplex alegységeagtlmazé
komplex. Ezek a jelek arra utalnak, hogy a mutaaisokban a 26S proteaszoma
szerkezete megbomlik, Osszesz&ékében a regulator komplex karosodasa
kovetkeztében sulyos zavarok lépnek fel. Ezzel igsgban a multiubiquitinélt
fehérjek felszaporodnak a mutansban, noha O6sszditaaoegy multiubiquitin
receptor nullmutansban talalt kilénbséggel, ezlezds kisebb mérték A ciklinA

és B proteaszdma szubsztratok nem vagy csak kismgormdnak fel aRptl™
mutansban. Nagyon érdekes mdédon a Rad23 fehérj&k eggformajanal is
megfigyeltink fehérjemennyiségbeli novekedést. A dBa a legfontosabb
multiubiquitin receptorok egyike, lazan kapcsolodikupan a proteaszémahoz. A
Drosophila Rad23 génje két nagyon hasonlé mRNS-t kddol, mel§kelegy teljes
hosszusagu (A) és egy N-terminalison csonkolt éBgfjie keletkezik. A B formanak
hianyzik a telles UBL (ubiquitin-like) doménje, alyjea proteaszOmahoz
kapcsolodasban jatszik szerepet. Ez a Rad23B &l amely felszaporodik a
mutansban, mig a Rad23A mennyisége nem valtozik. aEkuldnbség nem
magyarazhatd ®ad23BmRNS koncentraciojanak névekedéseével, mivel a \&ad é
Rptf™! mutans babolRad23BmRNS tartalma megegyézeal-time PCR-rel mérve.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a proteaszomaalogsetben képes a Rad23B-t
bontani. Nyalmirigy oriaskromoszéman vizsgalva qlRelenlétét felfedeztik, hogy
az alegység specifikusan fégdik a kromatinon, tehat szerepe lehet a transziiiam
vagy a DNS javitasban, ahogy mar az utébbbéh ezt kimutattak. A mutansban ez a
festbdés vagy elinik vagy nagyon lecsdkken. A vad kromoszoman aZ R¢szben
puffokhoz lokalizalt és tobb helyen egyitt fordub eaz RNS polimeraz ll-vel.
Szinergisztikus genetikai interakciét sikeriilt kimimi a RptT* mutans és a
ARpn10/S5a/p54s mks mutansok kozott. Anks az APC/C Cdc27 alegységének

hipomorf mutaci6ja. ARpt1™*

mutans larvak neuroblaszt preparatuma nem mutatott
mitotikus defektusokat, amelyek ARpn10/S5a/p54nutacio esetén megfigyelldet

voltak. Két dimenziés gélelektroforézissel és busgo savas foszfataz kezeléssel
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sikertlt belatni, hogy az Rptl legalabb 6t, kildrtis@ppen foszforilalt formaban van
jelen a vad éRptf* mutans babokban. A legabundansabb forma mennyisége
lecsokkent &Rptl™* mutansban, mig a tébbiek mennyisége 6sszevethatadt a vad
tipussal.

Az Rptl mutédnsainak azonositdsa és a velik vald munka ésdikes
eredményt hozott Brosophila melanogastermint olyan magasabbrefn@ukariotat
felhasznalva, ahol ezt az alegységet genetikailég mem vizsgaltak. ARptT*
mutans Rad23B-re gyakorolt hatasadreVetiti ennek a Rad23 formanak a
proteaszOma &ltali szabalyozasat, feltélegt a fehérje lebontasa révén. Az Rptl és
mas proteaszomalis ATPazok szerepét a transzkbiacianég kevés alkalommal
vizsgaltdk kromoszomafestéssel. Az ezzel a moddzekapott eredmények
segithetnek a proteaszoma célfehérjéinek megtalidasés az egyes komplexek
transzkripciés szerepének tisztazdsaban. Az Rptiifosaforilacidjanak felfedezése
fontos proteaszoOma szabdlyozéasi formara derithstt.féczek az eredmények tehat
megmutattak, hogy @rosophila genetika értékes eszkdze lehet a proteaszéma

kutatasanak.
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Summary

The eukaryotic 26S proteasome defines the fina @it many proteins by
recognizing the multiubiquitin tag attached to #ppropriate protein and thereafter
executing its destruction through deubiquitylationfolding and translocation to the
peptidase sites. Lastly, cleavage of the proteicklbane occurs after every 8-10
amino acids. The integrity of this huge multiprateiomplex is ATP-dependent.
Within the proteasome, the activity of the coretpase particle is regulated by one or
two regulatory complexes (RC). The RC-s are resptsfor the substrate
recognition, deubiquitylation, unfolding and feeglimto the 20S proteasome. The
RCs' interaction with multiubiquitylated proteins dependent upon both transiently
associated and stably incorporated ubiquitin rewspfThe RC is comprised of two
well-defined protein complexes, the lid and theebdhe base is attached to the 20S
core particle, while the lid is situated distallythe 20S. The base contains six AAA-
type ATPases, similar to each other in sequenc&hnre assumed to function as
reverse chaperones, unfolding the substrate andloeating it through the opened
orifice of the core peptidase right to the proteages. Despite their sequence
similarities, several unique features were discedaoncerning these ATPases, even
though their direct functional pathways and theteractions with other proteins are
mostly unknown. All proteasomal ATPases are indispble inSaccharomyces
cerevisiae

One of these proteins, p48B/Rptl/S7 is mostly uratiarized irDrosophila
The ease of mutagenesis with P-elements and sulisedatection of mutations in
this organism helped us to characterize four P-efeminsertions in the 5'-
untranslated region (UTR) of th&ptl gene. These insertions proved to be
homozygous recessive lethals, three mutants dyingecond larval stage (L2) and
one in pupal stage. We also found an EMS induBgdl mutant that did not
complement the P-element insertions. This mutarst iwaessive L2 lethal, but it was
recessive pupal lethal over a deletion spanningRipi region. One larval lethal P-
element allele was modified by transposase-indiR@iement excision in order to
produce small deletions and the resulting whitedefles were further examined.
These mutants could be sorted into two lethaligugs, such as second larval stage

and pupal stage lethals. After sequencing their@pmte genomic regions, pupal
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lethality was found to be associated with shor8%1bp) while the larval lethality with

long (more than 250 bp) residual P-element seq@eatéhe original insertion site.
Several tests were performed in order to verifyréiationship between the mutation
in the gene and the lethality stage, considerirgy gbssibility that a second-site
mutation could be responsible for the phenotypee Thutants preserved their
phenotype above two overlapping deletions uncogetie Rptl region, except the

EMS mutant which showed pupal lethality. The EMSanticarries a point mutation
at the 382nd position of the Rptl protein and saffeom a backgroung semilethal
mutation. The point mutation changes glycine taagspacid.

The Rptlgene inDrosophilais a nested gene located inside the second intron
of the annotated, but uncharacteriz&@17985gene. Transgenic rescue experiments
and RT-PCR-s revealed that the damag€GfL7985cannot be responsible for the
phenotype of th&ptT* pupal lethaRptlmutant. In the L2 lethal P-element mutants,
however, the phenotype is affected by the mutadibboth theRptl and CG17985
genes. Subsequently, the effect of Rtf™! mutation on the subunit expression and
modification was investigated and we discoveredquiod changes both at mMRNA
and protein levels in case of tRptl mutant compared to the wild-type. RT-PCR and
real-time quantitative PCR analysis revealed ad@-tlecrease in full-lengtRptl
mRNA expression in thRptT* mutant. Immunoblot analysis confirmed these results
since the blot showed reduced Rptl protein conagotr in the mutant. Promoter
analysis of thdRptlsequence revealed that two essential promoteeseqs, Inr and
DPE were displaced in the excision mutants expiginhe drop aRptl mRNA and
protein concentrations. At molecular levels we fidwseveral ubiquitin-proteasome
system-related abnormalities in the mutant anim&lative gel electrophoresis
demonstrated that the two forms of 26S proteasosappeared, and the amount of

! mutant. The accumulation of

free 20S proteasome increased in tRet
ubiquitylated proteins is also characteristic oé tmutants. Nevertheless, typical
proteasome substrates, such as cyclinA and B haatlymulate in the mutant. We
found that Rad23B, which is a nucleotide excisiepair factor and, in addition, a
shuttling multiubiquitin receptor is also affecteéd:Rptf™* mutants accumulation of
the Rad23B protein is observed compared to the-typgd. SinceRad23BmRNA

level is constant in the mutant in comparison wita wild-type, we conclude that
Rad23B protein is subjected to proteasomal degmadander normal circumstances.

The expression of some proteasome subunits otlar Rptl seems to be only
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slightly elevated. Immunostaining of larval polygeshromosome spreads showed
association of Rptl with bands and puffs on themiomsome of wild-type larvae, and
colocalization with RNA polymerase Il was also atveel. Chromosomes prepared
from Rptf™ mutant larvae showed faint, unspecific anti-Rp#irshg. TheRptT*
mutant did not show any mitotic abnormalities. Sgistic genetic interaction was
found betweeRptl’-4Rpn10/S5a/p54ndRptT*-mks mutants, respectively. Two-
dimensional gel electrophoresis and phosphataatrtemt revealed 5 phosphorylated
forms of Rptl. The relative ratios of phosphoryiai@nd unphosphorylated Rptl
proteins were altered in thpt?™* mutant.

To sum up the previous findings we analyzed sevenahnt alleles of one
proteasomal ATPase gene. Our results showed thatstibunit is essential in
Drosophila development and provided us with interesting intsignto the function
and regulation of the proteasome regulatory compdspecially its modification by
phosphorylation, its role in transcription and riétation to ubiquitin receptors. This
work also underpins the importance of proteasomeetiyss in multicellular

eukaryotes, such @rosophila
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KdszOnetnyilvanitas

Kdszonettel és mélységes halaval tartozom az osdzietsorolt embernek,
aki ebben a munkaban ilyen vagy olyan modon, deedein és komoly kétségek
nélkul részt vett és szamomra lehet tette, hogy doktori értekezés forméjaba 6ntsem
koz0s kutatasi eredmeényeinket. Nélkiluk a munkaesh kezddhetett és be sem
fejezddhetett volna.

Készonom Dr. Udvardy Andornak, témaveéwahek azon készségeim
kifejlesztését, amelyek a munkahoz elengedhetatlenbizonyultak; a téma
szerencsés kivalasztasat, amellyel viszonylag kémés gyorsan sikereket érhettem
el; a folyamatos szakmai iranyitast és diteast, amellyel a gén jellemzése
elérehaladt; a nativ gélelektroforézis és az ehhezda@pdod kisérletek megtanitasat
€s elvégzését; és végul a szakadatlan tdmogatastiteéis amely nélkil nem
palyazhatnék a Ph.D. cimre.

Kdszondom Deakné P&l Margitnak (Margénak), hogy anden kisérlet
elozményét és alapjat adé muslincagenetikat és a Kegundozasat hihetlen
turelemmel, szeretettel és jéindulattal adta ateneksziinet nélkil segitve, ha agy
kellett. Az el$ sikerek az keze nyomat is hordozzak. Tanacsaival az utolséigpe
nagy segitségemre volt és az Rpill-$z6l6 cikk hatterében allé fizikai munka
knowhow-ja mind a® felfogasanak parlata. Eleslatasa sok kudarcrakigérlett
kimélt meg. Az dsszeBrosophila munka, amely a tézisben olvashato, jorészd az
elgondolasan és az én fizikai munkdmon alapul. Ezéh 6 hozta létre az egy
kromoszoméara rekombindlARpn10/S5a/p54 mutaciot és kereste a mitotikus
fenotipust.

Kbdszondm Kiss Petranak, munkatarsamnak és jobanaigmhogy tartotta
bennem a lelket a nehéz, sikerteletisichkokban is; hogy meglépnegjegyzéseivel
sikerlilt szamos kisérlet értelmezését egészeranyha terelnie; hogy gondozta a
legyeket, hogyha szilkség volt ra és lathatolageez esett nehezére; és végul, hogy a
legtdbb két dimenzids gélelektroforézis kisérlgtgkésével az egyik legfontosabb és
leginkabb sokat seji&t eredménysort sikertlt produkélnia az Rptl projeRtb

mindezt hanyag eleganciaval.
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Kbdszonom Dr. Deak Péternek, hogy bevezetett a Epgtika elméletébe és
szamos keresztezést tervezett velem. Hasznos #anaégigkisérték a projekt
alakulasat. A genetikus szemével tudta felmérnikaz@ nehézségeket, amikhez
nekink nem volt még meg a Kkeltapasztalatunk. A kiugratds és a mutansokat
ellerdrzo kisérletek mind ad elgondolasaibdl szilettek és segitettek a remiddget
szigoru tudomanyos mércékkel is megbizhaténak idon mutansjellemzés
létrejottében. Gondolatai sokszor mozditottakresiminket a holtpontrol. Anakos
mutansokat i$ bocsatotta rendelkezésuinkre.

K&szonodm Lipinszki Zoltannak, laborunk Uj Ph.D. lpatojanak a szintelen
jOkedvet, amivel minket is drvendeztetett; a Radl8ni ellenanyagot, amely az
baltala készitett tisztitott fehérje ellen készlkydéseit a témammal kapcsolatban,
amivel fontossagéat sikerilt velem elhitetnie; éssak programot, amelyet a
szamitogépre pakolva megkimélt engem azok megls#Eiisés telepitését, tobbek
kdzott ezt a disszertaciot is jelésen ebbbremozditva ezzel.

Kdszondm Pankotai Tibornak, hogy nem csak baratsdgée szertedgazéd
tudasanak morzsaival is megajandékozott és Dr. KgmOrbannal egyiitt kitalaltak
a nyalmirigy oriaskromoszomafestés hasznossagarotegszoma vizsgalataban.
Dacolva a razudulé mas munkakkal, a kezdeti krodmosdestéseket (és az utolsokat
is) mind 6 végezte, nekem csak kiegé&zizerep jutott ebben a projektben. A
kromoszémafestéssel kapcsolatos abrak miridragnkai.

Dr. Komonyi Orbannak k&szoném tirelmét és segitsége festések
kitalalasaban és létrejottében.

Ujfaludi Zsuzsannanak halaval tartozom azért, rfémadsagot és & nem
kimélve megismertetett a real-time PCR elméleté®lgyakorlataval. Az Rptl
meérését velem kozosen, a Rad23B-ét péditaga végezte, cseppet sem panaszkodva
a felmeriié nehézségek miatt. Optimizmusa igen j6 hatassalkvolunka haladasara,
ami igencsak 6rommel toltott és tolt el most is.

Dr. Boros Imrének készondm azt, hogy rendelkezésliblcsatotta a real-
time PCR késziléket és hozza két embert, Tibitsezglt azy csoportjabol engedett
az Rptl projektben részt venni.

Dr. Gyurkovics Henriknek kdsz6ndm sokatmond6é megjégeit, amelyekkel
a kromoszémafestések értelmezésében segitséglokreviérhetetlen tapasztalata

teljesen 0] értelmezést adott az Rptl és az RNz Il lokalizacidjanak.
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Kdszonom Dr. Udvardy Katalinnak, hogy rendkivil is@ggeszen, mindig a
maximumra térekedve segitette munkanérefialadasat és barmilyen szituacidban
azonnal lehetett hozzajarulasara szamitani.

Notari Péternének (Icanak) koszondm technikai ségét és szamos
torténetét, amely mindig kapcsolodott valahogy lg&anunkakhoz és néha jelént
megkdnnyebbulést okozott nekem.

Kdszondom Nagy Olganak az egyultt toltott orakat (kap? éveket?) a
légyszobaban, mikor is szamos tbrzs cserélt gaslaalahogy sosem halt ki semmi,
ami kihalofélben volt. Tanacsai mindig is elkeltekekink, gyakorlatlan
genetikusoknak.

Készonom Dr. Sumegi Méaténak, laborunk egykori tagfa hogy a
nevelésiunkben tevékeny részt vallalt és tudomankgplcsolatos nézeteit nem
atallotta vitara bocséatani €és szembesiteni vellimklligenciaja sokszor hazott ki a
bajbdl a kezdeti i6kben, majd ké&sbb is. Az, hogy Ph.D. cimre pélyazok, részben
neki is kdszonhét

Végezetul koszoéndém feleségemnek, Dr. Krecsmarik ikérak, hogy
mindent megtett, ami emberileg tehetzért, hogy én jol érezzem magam és Qjult
ersvel menjek kiizdeni a laborba. Onfelaldozasa jékitht hagyott nekem munkam
elvégzésére és tanacsai, elképzelései nagy méntdddfelyasoltdk viszonyomat a
munkamhoz és feltételezéseim szerint kissé racmiidk is azt. Kérdései, melyet
neurobiolégusként az én szaktertletemmel kapcsolatbltett, néha elemi &rel
vilagitottak ra dolgokra, melyeket korabban nenetéet. Kétségeimet igyekezett
lecsititani, de terveimben mindig tdmogatott, médbe koz6s mérlegelés utan.
Tovabbi karrierem sorsa fele részbendéakezében van. Csaladi boldogsagom az

eredete minden itt leirt sikeres kisérletnek.
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