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Bevezetés

Az eukariota él6lények sejtciklusdnak szabalyozasdban nagyon
fontos szerepet jatszik az ubiquitin-fiiggd fehérjelebontasi rendszer. Ebben a
folyamatban el6szor egy enzimkaszkad rendszer poliubiquitin lanccal jeldli
meg a lebontasra szant fehérjét, majd egy nagy citoplazmatikus protedz
komplex, a 26S proteaszoma felismeri és lebontja a megjeldlt fehérjét. Az
enzim kaszkad elsé tagja az ubiquitin-aktivalo enzim (E1), amely ATP
energidjanak felhasznalasaval tioészter kotést 1étesit az aktiv centrumaban
elhelyezkedd cisztein és az ubiquitin molekula C-terminalis végén
elhelyezkedé glicin kozott. A kovetkezd 1épésben az aktivalt ubiquitin
atkeriil az E1 enzimr6l az ubiquitin-konjugalé enzimre (E2), majd pedig az
ubiquitin-protein ligdz (E3) kozremikodésével a célfehérjére. A jelold
folyamat kulcsfontossagli szerepléje az E3 ubiquitin-protein ligaz, amely
feliiletet biztosit a folyamathoz és meghatarozza a folyamat szubsztrat
specificitasat. A sejtciklus mitozis és G1 szakaszainak szabalyozdsaban
résztvevd E3 ubiquitin-protein ligaiz az APC (Anaphase Promoting
Complex). Az APC a szekurin lebontdsaval indukalja a kromoszéma
szegregaciot, és igy a metafazis-anafazis atmenetet és a mitdtikus ciklinek
lebontasanak szabalyozasaval lehetdvé teszi a mitdzisbol vald kilépést. Az
APC egy igen nagyméretii, 1.5 MDa-os fehérje komplex, amely az élesztd
esetén legalabb 13 alegységbdl all. Az éleszté alegységek ortologjait
magasabb rendil eukaridtakban is azonositottak, ami azt mutatja, hogy az
APC szerkezete és funkcidja konzervalodott az evolucio folyaman. Annak
ellenére, hogy ismerjiik az APC alapvetd szerepét és szabalyozasanak fobb
elemeit, még szamos kérdés megvalaszolatlan mind felépitésével, mind

pedig miikddésével kapcsolatosan. Pillanatnyilag még nincs megfeleld



magyarazat arra, hogy miért all ilyen sok alegységbdl az APC, és hogy mi
az egyes alegységek szerepe.

A gerincesek APC komplexében négy szerkezeti rokonsagot
mutatd alegység talalhatd, amelyek mindegyike tartalmaz kilenc-tiz tandem
elrendez6désii tetratriko peptid ismétlédést (TPR). A TPR-ek 34 aminosav
hosszisagn motivumok, amelyekben nyolc, méret, hidrofobicitas és
térkitoltés tekintetében konzervalt aminosav talalhato. TPR motivumok
kiilonb6z6 funkcidju fehérjékben fordulnak eld. Elképzelések szerint a TPR
motivumok fehérje-fehérje kolcsonhatasokban vesznek részt, és igy
szerepiik lehet nagystabilitasu fehérje komplexek kialakitasaban. A sarjadzo
¢lesztd TPR alegységeit a Cdc27, Cdclé és a Cdc23 gének kodoljak.
Mindharom gén esszencialis, hianyuk esetén a sejtek azonos mitotikus

fenotipust mutatva pusztulnak el.

Celkitiizések

Munkank célja az volt, hogy azonositsuk és jellemezzik a
sejtciklus szabalyozasaban fontos szerepet jatsz6 APC komplex TPR
alegységeit Drosophila melanogasterben. Eredményeinktél azt reméltiik,
hogy az egyes alegységek komplexen beliili funkcidjanak megismerésén tul
kozelebb keriilhetink az APC egyediilalloan bonyolult felépitésének
magyarazatihoz is. Munkatervemet a kovetkez6 I1épéseken keresztiil

valdsitottam meg:

1. Az Apc6, Apc7 és Apc8 alegységeket kodold gének azonositasa

bioinformatikai modszerekkel.



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

vonalak el6allitasa.

3. Az RNS interferencia indukcidja, és a kivaltott fenotipus genetikai,
sejtbiologiai és citologiai jellemzése.
4. Az alegységek kolcsonhatasanak vizsgalata affinitds kromatog-

rafias kisérletekben.

Alkalmazott médszerek

- Rekombinans DNS technikak

- Polimeraz lancreakci6 (PCR)

- Inverz PCR

- Szemikvantitativ reverz transzkripcio kapcsolt PCR (RT-PCR)
- DNS szekvenalas

- P-elem remobilizacio

- P-elem transzformacié

- Gélsziirési kromatografia

- Western blot analizis

- Neuroblaszt preparalas és citologiai jellemzés

Eredmények

Az éleszt6 TPR alegységek ortologjai Drosophilaban is
megtalalhatok. Ezek az alegységek az Apc3 (méas néven Cdc27 vagy
Maékos), az Apc6 (mas néven Cdcl16) és Apc8 (mas néven Cdc23). Az Apc3



alegység mutansainak vizsgalata alapjan elmondhatd, hogy ez az alegység
esszencidlis az allatok fejlodése szempontjabol, hidnya a mitdtikus ciklinek
felhalmozodésat és metafazis-szerii gatlast eredményez. Dolgozatomban
tovabbi harom Drosophila APC TPR alegységének genetikai és biokémiai
vizsgalataval foglalkozom. Kimutattuk ugyanis, hogy az éleszté TPR
alegységek homologjai mellett a Drosophila genom kédol még egy TPR
fehérjét, amely a gerincesek APC komplexének Apc7 alegységével mutat
kozeli rokonsagot. Ezt a gént a Drosophila genom projekt (BDGP) a
CG14444 azonositoval latta el. A Drosophila Apc7 fehérje elsédleges
szekvenciaja, valamint a TPR motivumok szdmat, elhelyezkedését és
eloszlasat tekintve is konzervaltnak latszik mind a névényi, mind pedig a
human homologokkal Gsszehasonlitva. A Drosophila Apc7 fehérje TPR
motivumai nagyobb mértékben hasonlitanak a human Apc7 fehérje azonos
pozicidban 1évé TPR motivumahoz, mint egymashoz, ami funkcionalis
hasonldosagra utal. Ez a hasonldsag megerdsiti, hogy a CG14444 fehérje a
Drosophila Apc7 homoldgnak felel meg, ezért az Apc7 gént a tovabbiakban
egyiitt vizsgaltuk a tobbi TPR alegységet kodold génnel.

Az Apc6, Apc7? és Apc8 gének funkcidjanak vizsgalatdhoz
transzgénikus RNS interferencia vonalakat hoztunk létre. Az alegység-
specifikus duplaszali RNS-ek expresszidja hatékonyan ¢és specifikusan
csokkenti az adott gén kifejez0dését, és igy az érintett génre specifikus
funciovesztéses fenokopia jon létre. Az Apc6 és Apc8 specifikus
géncsendesités nem befolyasolta szignifikansan az embridk és korai larvak
fejlodését, azonban a kés6bbi fejlodési stadiumokban kiilonbozé bab
letalitast eredményezett. Az Apc8™NS' illatok az el6bab allapot P4(ii)

staddiumaban pusztultak el. Az Apc6RNS

allatok némileg tovabb fejlddtek és
a ,phanerocephalic” baballapot P5(i) stadiumaban pusztultak el. Az

Apc8RNSi hatdsa erdsebbnek bizonyult olyan szempontbdl is, hogy tSbb
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harmadik stadiumos larva pusztult el és nagyszami melanotikus tumor is
megfigyelhetd volt benniik. Mind az Apc6®™S, mind pedig az Apc8RNS
allatok elébb pusztultak el, mint az Apc3 gén mks! alléljara homozigdta
allatok.

A harmadik stddiumos vandorlé larvak agyabol késziilt
preparatumokat vizsgalva megfigyelhetd volt, hogy az Apc6RNS' és Apc8RNS!
sejtekben a vad tipusu, palcika alaka kromoszomak helyett gyakran szinte
pontszeriivé zsugorodott kromoszomak jelentek meg, amelyek vagy
szétszorodva helyezkednek el, vagy szabalyosan elrendezddtek a metafazis
sikban. A talkondenzaldédott kromoszomak arra utalnak, hogy a sejtek a
normalisnal hosszabb iddt toltenck mitdzisban, késlekednek, vagy
megrekednek ebben a staddiumban, mikézben kondenzacidjuk tovabb
folytatodik. Ennek megfeleléen tobb sejt volt mitoézisban, ami a vad
tipushoz képest kétszer nagyobb mitotikus indexben (MI) mutatkozott meg.
A sejtek tobbsége metafazis-szerii stadiumban volt, viszont az anafazisban
és telofazisban 1évé sejtek szama relativan alacsony maradt. Ez
megmutatkozik az Apc6™NS' sejtek esetén kétszer, az Apc8NS' sejtek esetén
haromszor magasabb metafazis-anafazis aranyban, ugyanakkor azt is
sugallja, hogy ezen alegységek funkcidjanak kiesése metafazis szerli késést
vagy gatlast eredményez. Az Apc6"NS' és Apc8RNS! sejtek egy része poliploid
volt, amelyek k6zott leggyakrabban tetraploid, ritkaban oktaploid vagy még
magasabb ploiditasti sejtek voltak, minden esetben talkondenzalodott
kromoszémakkal. Nem csak a metafdzis, hanem az anafazis idején is
megfigyelhetéek  voltak  rendellenességek  példaul  visszamarado
kromoszomak és kromoszoma hidak.

Az APC egyik o funkcidja a mitotikus ciklinek kijeldlése
lebontasra. Az Apc6™NS és Apc8RNSI mitotikus sejtek megemelkedett

mennyiségli Ciklin B-t tartalmaztak, viszont meglepetésre, a Ciklin A
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normalis {itemben degradalédott. Igen érdekes, hogy az Apc6RNS' és Apc8RNS
sejtekben  megfigyelhetd  tokéletes  metafazisok magas  ardnya
Osszefiiggésben van ezeknek a sejteknek a Ciklin A degradacios
képességével. Ez azt sugallja, hogy a Ciklin A degradécioja sziikséges a
Drosophila esetén a kromoszémak kozépsikba rendezédéséhez a metafazis
soran.

Az Apcb és Apc8 gének funkcidovesztéses fenotipusatdl eltéréen az
Apc7 gén funkcidjanak kiesése nem vezetett a fentebb emlitett
abnormalitdsokhoz. Az Apc7®NS' allatok életképesek és fertilisek voltak, bar
gyenge mitotikus fenotipus kromoszéma kondenzacids és szegregacios
hibakkal detektalhatd volt sejtjeikben. Az Apc7 gén nem esszencialis
funkcidjanak bizonyitasara eldallitottuk a gén null mutans alléljat, a gén 3’
végének kdzelében elhelyezkedd P elem pontatlan kivagddasaval. A P elem
kivagodasa l1étrehozott egy akkora delécidt amely eltavolitotta az Apc7 gén
kétharmadat, beleértve a funkcionalisan fontos nyolc tandem TPR
ismétlédést is. Az Apc7 null mutans fenotipusa azonosnak bizonyult az
Apc7™NSt yonalakéval. A mitotikus ciklinek lokalizAcidja és lebomlasdnak
dinamikaja is megkiilonbdztethetetlen volt a vad tipustol. Mivel az Apc7
alegység csokkent miikodésének vagy hidnyanak kovetkeztében kialakuld
fenotipus igen nagymértékben eltért a tobbi alegység csokkent miikddése
vagy hidnya altal okozott fenotipustdl sziikségét éreztik, hogy
bebizonyitsuk, hogy a homologia alapjan azonositott Apc7 fehérje
Drosophila esetén is kapcsolodik az APC-hez. Ehhez kiilonb6z6
molekularis nyomjelzéket hordozd Apc7 és Apc3, vagy Apc7 és Apc8
fehérjéket expresszaltunk egyszerre S2 sejtekben, majd ezek extraktumait
affinitaskromatografiaval tisztitottuk ¢és western blotton analizaltuk.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az Apc7 legalabb iddlegesen

asszocialodik a APC-vel. Az affinitdskromatografiaval kapott eredményt
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megerdsiti az a megfigyelésiink, hogy az Apc7 gén szinergisztikus genetikai
interakciot mutat az Apc8 alegységgel. Mindezen adatok egylittesen azt
sugaljak, hogy az Apc7 nem allandé komponense az APC-nek, nem tartozik
az APC magjat alkotdé alegységek kozé, hanem csak ideiglenesen
kapcsolodik a komplexhez, mint a Fizzy vagy a Fizzy-related szabalyozo
fehérjék.

A TPR mutansok egymastol eltéré fenotipusa nem igazan
egyeztethetd dssze az APC szerkezetét leird azon modellel, amely szerint az
APC vazat a TPR alegységek alkotjak. Egy ilyen kdzponti vazszerkezettdl
azt varnank, hogy 6sszeomlik, vagy instabilla valik és igy miikddésképtelen
APC-t eredményez, ha szerkezeti elemeit egyesével, vagy kettesével
eltavolitjuk. Mi nem ezt tapasztaltuk az RNSi vonalaink analizise soran. Az
agy és az imagokorongok az egyes és kettés TPRRNS' allatokban is
kifejlédtek. Tény, hogy az agy és az imagd korongok is csokevényesek
voltak, azonban puszta 1étiik igazol bizonyos szintli mitotikus aktivitast, és
legalabb minimalis szintil APC miikodést. E megfigyelések alapjan a mi
adataink jobban tamogatjak azt az alternativ modellt, amely szerint az APC
szerkezeti alapjat a legnagyobb alegység, az Apcl/Shtd képezi. E modell
szerint az Apcl/Shtd kozponti alegységhez kiilonb6zd, a tobbi alegység
altal alkotott alkomplexek kapcsolodnak. Mindezeket figyelembe véve a mi
elképzelésiink szerint a TPR alegységek egy funkcionalis alkomplexet
képezve az Apcl alegységhez kapcsolddnak és valdsziniileg aktivatorok és

szubsztratok megkotésében jatszanak szerepet.



Osszefoglalés

Kisérleti adataink alapjan a kdvetkezé megallapitasokat tehetjiik:

Azonositottuk és transzgénikus RNS interferencia vonalak
analizisén keresztiil jellemeztik a Drosophila APC TPR
alegységeit.

Kimutattuk, hogy az Apc6 ¢és Apc8 alegységek funkciovesztése
letalis fenotipust eredményez, ami egyiitt jar metafazis gatlassal,
apoptozis indukcidval és Ciklin B felhalmozodassal.

Kimutattuk, hogy a human Apc7 alegység homoldgja megtalalhato
Drosophilaban is.

A Drosophila Apc7 gén szinergisztikus genetikai kolcsonhatast
mutat az Apc6 és Apc8 génekkel.

A Drosophila Apc7 fehérje egyiitt tisztul az Apc3 és Apc8
alegységekkel.

A Drosophila Apc7 fehérje nem Iétfontossagii komponense az
APC-nek.

Kimutattuk, hogy az Apc8 alegység legalabb két példanyban van

jelen az APC komplexben.
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