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1. BEVEZETO

1.1. TIrodalmi attekintés

Az 1960-as ¢és 1980-as évek kozott a tudomanyos vizsgéalatok célpontjaban a
nukleinsavak alltak, és az érdekelte a kutatokat, hogy az altaluk koédolt informéciéo hogyan
forditodik at a fehérjék szintjére. Arra, hogy nem csupan a taplalkozas soran szervezetiinkbe
juttatott, hanem a szervezetiinket felépitd fehérjéket is képesek vagyunk lebontani, csak
késObb dertilt fény, és a *80-as évek végén valtak ismertté a fehérjelebontas szerepldi. Azota
tudjuk, hogy a sejtfehérjék lebontasa szigortian szabalyozott, komplex folyamat. Szelektiv
felismerést kovetden az ubikvitinacios enzimkaszkad egy poliubikvitin lanccal jeloli meg a
fehérjét. Az ubikvitinacios enzimkaszkad részét képezik az ubikvitin-aktivald enzimek, az
ubikvitin-konjugalé enzimek és az ubikvitin-ligazok. Ezt a jelként szolgald poliubikvitin
lancot poliubikvitin receptorok ismerik fel, majd a megjelolt fehérjét a proteolitikusan aktiv
26S proteaszomahoz szallitjak lebontasra. Az ubikvitin-proteaszoma rendszerben bomlik le a
rovid féléletidejii vagy meghibasodott nuklearis és citoplazmatikus fehérjék 90%-a [1, 2]. Az
ubikvitin-kozvetitette fehérjelebontas felfedezéséért 2004-ben Nobel-dijjal jutalmaztak Aaron

Chiechanovert, Avram Hershkot és Irwin Roset.

1.1.1. Az ubikuvitin jel és az ubikvitinalo enzimkaszkad

A lebontand6 fehérjék poszttranszlacids modositason mennek keresztiil a lebontést
megeldzden, melynek sordn ubikvitin (Ub) molekula kapcsolodik kovalensen hozzajuk. Az
ubikvitin kovalens kotddése révén megvaltoztatja a célfehérjék stabilitasat, lokalizaciojat
vagy aktivitasat. Az ubikvitin egy konzervalt, héstabil, 76 aminosavbol all6 globularis
polipeptid, melynek molekulatomege 8 kDa. Hét lizin aminosav talalhatdé benne (K6, K11,
K27, K29, K33, K48, K63), melyek fontos részét képezik, ugyanis ezeken keresztiil izopeptid
kotéssel tovabbi ubikvitinek és ubikvitin szerli (ubiquitin like — Ubl) fehérjék
kapcsolodhatnak hozza. A szubsztrathoz az -Arg-Gly-Gly76-COO" motivummal kapcsolodik
az ubikvitin molekula [3, 4, 10].

Az ubikvitinacio soran az ubikvitin molekula el6szor aktivalodik. Az aktivalast az E1,
Ub-aktivalo enzim végzi egy kétlépéses, intramolekularis, ATP-fliggé folyamat soran. Egy
nagy energiaju intermedier, El-ubikvitin-thiol-észter keletkezik. Ezt kovetéen az aktiv
ubikvitin az E2, Ub-konjugal6 enzimre keriil, amely kdlcsonhat az E3, Ub-ligazok egyikével.
[1, 5, 9]. A folyamat szubsztrat-specifitasat az E3, Ub-ligaz enzimek biztositjak, ugyanis

minden E3 specifikus szubsztratokkal 1ép kolcsonhatasba. Az E3 enzimeknek tobb szaz tipusa
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ismert az eukariota sejtekben és nagyon nagy valtozatossag jellemzi 6ket. Allhatnak egyetlen
fehérjébdl vagy akar fehérje komplexeket is formalhatnak. Mig a RING (Really Interesting
New Gene) fingert tartalmazo E3-ak kozvetetten juttatjdk at az ubikvitint a szubsztratra,
mikdzben nem alakitanak ki vele kovalens kotést, addig a HECT (Homologs to the E6AP C-
Terminus) domént tartalmazo E3-ak aktiv ciszteinje atveszi az ubikvitint az E2-r6l és
kozvetleniil épiti ra a szubsztratra [1, 6, 7].

Az E4 U-box doménnel rendelkez6 ubikvitin lanc elongacios faktorok az E3 enzimek
egy ujonnan felfedezett részhalmazat képezé enzimcsaladja, melyek a megfeleld poliubikvitin
lanc 6sszeszerel6désében jatszhatnak szerepet [7, 11].

A szubsztratokon kialakuld ubikvitin jel sokféle lehet. Egyetlen ubikvitin molekula is
szolgalhat jelként. A monoubikvitindcié szerepet jatszik tobbek kozott a cellularis
lokalizécioban, az endocitézisban, a lizoszoémalis degraddcioban, a hiszton regulacidban, a
DNS hibajavitasban és a nuklearis exportban is [8, 12]. T6bbsz6rés monoubikvitinaciod is
megfigyelhetd, ennek soran tdbb lizin is monoubikvitindlodik, melynek a receptor
internalizacioban és az endocitdzisban van szerepe [8]. A poliubikvitin lancok is eltéréek,
attol fiiggden, hogy folytonos vagy elagazo lancok, illetve hogy melyik lizinen keresztiil
kapcsolodnak egymashoz [7, 8]. A lancok a hét belsé lizin aminosav egyike és a kovetkez6
ubikvitin C-terminalis glicin aminosava kozott kialakuld kolcsonhatas eredményeként jonnek
1étre [11]. A K48-kapcsolt poliubikvitin lancok példaul a proteaszomalis degradacié szignaljai
[7, 13], a K63-kapcsolt linearis poliubikvitin lancok pedig nem-proteolitikus funkciokban
jatszanak szerepet, mint példaul a szignal transzdukcido és a DNS hibajavitas [7, 14]. A
poliubikvitin lancot poliubikvitin receptorok ismerik fel. Ezt kovetden megkdtik a jelolt

fehérjéket, majd eljuttatjak azt a 26S proteaszomahoz, a lebontés helyszinére.

1.1.2. 26S proteaszoma

A 26S proteaszoma egy bonyolult molekularis gépezet, amely az ubikvitinnel konjugalt
fehérjék lebontasaért felelds. Nevét a centrifugalis rétegzédésére jellemz6 értékrdl kapta (az
,»S” a Svedberg roviditése). A citoplazmaban és a sejtmagban is megtalalhat6. Szokatlanul
nagy sejtalkotd 2,5 MDa-os tomegével. Kétféle alkomplexumbdl szerelddik 6ssze, a kdzponti
¢és a regulator partikulumokbol. A kdzponti partikulum (core/catalytic particle — CP) 700 kDa
tomegili és 20S proteaszOmanak is szoktdk nevezni. A reguldtor partikulum vagy komplex
(regulatory complex — RC) 900 kDa tomeg és 19S regulator komplexnek is nevezik [15].
Attol fiiggden, hogy a 20S proteaszomahoz egy vagy két 19S regulator komplex kapcsolodik,



lehet egyszeresen (RC-CP) vagy kétszeresen (RP-CP-RP) ,sapkazott”. A két konformacios

forma csupan elektroforetikus mobilitasaban tér el, biologiai aktivitasuk azonos [10, 16].

ATPaz gyiri

1. abra Az ubikvitin-proteaszoma rendszer komponensei. (E1 - ubikvitin-aktivalo, E2 -
ubikvitin-konjugalé enzim, E3 - ubikvitin-ligdz, Ub-R - ubikvitin-receptor, DUB -
dezubikvitinaz, RPN - Regulatory Particle non-ATPase subunits, RPT - Regulatory Particle of
triple-ATPase subunits)

A 20S proteaszoma (CP) egy hengerszerli struktura, melyet négy gytirti épit fel. A
gylriiket 7 a-, illetve 7 B-alegység alkotja, 0sszesen 14 a- és 14 P-alegységbdl szerelddik
Ossze. A két a-gylirli a komplex végeit hatarolja, a két B-gyliri pedig interndlisan helyezkedik
el (1. abra). A struktura belsejében harom nanokompartment talalhato, melyet keskeny
csatorna kot dssze. A B-gytiriik alkotta kozponti kamra felelOs a lebontasért, ugyanis a B1, 2
¢s PS5 alegységek peptidaz aktivitassal rendelkeznek. Az a-alegységek alkotta eldkamrak
szerepe még nem ismert [10, 12, 17].

A 198 regulator komplex a legaltalanosabb 20S proteaszomahoz kapcsolodo regulator
komplexum. A 19S regulator partikulumok (RC) egy ATP-fiiggd folyamat soran
kapcsolodnak a 20S partikulum alapjdhoz. 17-18 kiilonbozd 0Osszetételli és aktivitasu
alegysége két alkomplexet alkot, a bazist és a fedelet (1. dbra). Ezek ismerik fel és kotik meg

a poliubikvitinalt szubsztratokat kdzvetlen vagy kozvetett modon, igy 6k adjak a proteaszoma
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specifitasat. Anti-chaperon aktivitasuk révén képesek letekerni a fehérjéket, majd tovabbitjak
6ket a 20S Kkatalitikus centrumba [12, 17]. Mikodése energiaigényes, Rpt alegységei
(Regulatory Particle of triple-ATPase subunits) ATPaz doménnel rendelkeznek. Tovabbi
alegységei az Rpn alegységek (Regulatory Particle non-ATPase subunits), melyek ATPaz
doménnel nem rendelkeznek. Ezek vazfehérjék illetve a proteaszoma sajat poliubikvitin
receptor alegységei [9] (1. abra). A fedél legalabb kilenc Rpn alegységbdl all és legfontosabb
feladata a lebontand6é szubsztratok dezubikvitinalasa [18]. A bazis négy Rpn alegységbdl és
hat Rpt alkotta heterohexamer gytiriib6l all. Az ATPazok alkotta gytri 1étesit kapcsolatot a
20S proteaszoma o-gylriinek kotdzsebeivel, szerepe van a dezubikvitinalt szubsztratok
letekerésében, az a-gylri kapuzasdban, reverz chaperon aktivitassal rendelkezik €s segiti a
26S proteaszoma ATP-fiiggd Osszeszerelddését is. Barmelyik Rpt alegység delécidja ezen
folyamatok végbemenetelét akadalyozza és a 26S proteaszoma inaktivalddasahoz vezet [2].
Az Rpn alegységek koziil nagy molekulasulyu vazfehérje az Rpnl/p97 (€lesztd/Drosophila)
¢s a Rpn2/p110, melyek kapcsolatot létesitenck a bazis ATPaz gytrije és a fedél kozott,
stabilizaljak a 19S regulator komplexumot és dokkolasi felszint biztositanak tovabbi
alegységek ¢és proteaszomaval kolcsonhatd fehérjék szdmara. Ezek koziil legfontosabbak a
szubsztratokat szallitdé poliubikvitin receptorok és a dezubikvitindz enzimek. A kisebb
molekulasulytt Rpnl10/p54 és az Rpnl3/p42E alegységek a proteaszoma sajat poliubikvitin

receptorai [9].

1.1.3. Poliubikvitin receptorok

A poliubikvitin receptorok olyan fehérjék, amelyek ubikvitin-k6té doménjiik
(Ubiquitin-Binding Domains — UBD) révén képesek felismerni, megkotni és a 26S
proteaszomahoz széllitani az ubikvitinacids enzimkaszkad altal poliubikvitinalt fehérjéket. Az
ubikvitin-k6t6 doméneknek hét osztalyat ismerjiik: UIM, UBA, CUE, MIU, GAT, UBM és
UBZ [19].

A proteaszomaval létesitett kapcsolatuk alapjan két csoportra oszthatjuk a poliubikvitin
receptorokat. Képezhetik alegységét a proteaszomanak, mint az Rpnl0/p54 és Rpnl3/p42E
[2], vagy lehetnek a proteaszomatol fiiggetlen ingazo faktorok, mint a Rad23, Dsk2 és Ddil
[20]. Az elso felfedezett poliubikvitin receptor a human 26S proteaszéma alegységét képezo
S5a volt, azonban strukturalis felépitésiikkel és miikodésiikkel kapcsolatos ismereteink foként

¢lesztékon végzett kisérletekbdl szarmaznak [9].
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2. 4bra A poliubikvitin receptorok sematikus abrazolasa. (VWA - von Willebrand-A, UIM —
Ubiquitin interacting motif, Pru - Pleckstrin-like receptor for ubiquitin, UBL - Ubiquitin-like,
UBA - Ubiquitin-associated domének)

Az Rpnl0/S5a/p54 (¢éleszté/human/Drosophila) két funkciondlisan és szerkezetileg is
kiilonb6z6 evolucidsan konzervalt domént tartalmaz. N-termindlis végén a von Willebrand-A
(VWA) domén [21], a C-terminalis felén az ubikvitin-interakcidés motivum (UIM) talalhato (2.
abra). Az Rpnl0 egy, az S5a kettd, a p54 harom ubikvitin-interakcios motivumot tartalmaz. A
VWA doménnel kapcsolodik a proteaszoma regulator komplexének bazisdhoz és részt vesz a
bazis és fedél kozti stabil kapcsolat elésegitésében [22]. Az UIM motivum az ubikvitin
kotésért felels [22]. Az Rpnl10/S5a/p54 fehérjék C-terminalisainak hossza nagyon valtozo,
ahol mono- és poliubikvitinaciora is alkalmas konzervalt lizin aminosavak vannak. Szerepiik
feltételezhetGen az SS5a/p54 alegység extra-proteaszomalis feladatainak ellatasa [23,24]. Az
UIM-ok és a konzervalt lizinek szama fajonként valtozo [9].

Az Rpnl3/ADRMI1/p42E egy nemrégiben felfedezett poliubikvitin receptor, mely
szintén a 26S proteaszoma alegysége [25]. Pleckstrin-szerii ubikvitin receptornak (pleckstrin-
like receptor for ubiquitin — Pru) nevezik az N-terminalis végiikon elhelyezkedd ubikvitin
kotésért felelds pleckstrin  homolég domén miatt [2] (2. 4bra). C-terminalisa egy
dezubikvitinazzal, az Uch37-tel 1étesit kapcsolatot [9].

A Rad23, a Dsk2 és Ddil poliubikvitin receptorok az UBA/UBL fehérjék csaladjaba
tartoznak. Nagyfokll szerkezeti és funkciondlis hasonlosag jellemzd rdjuk. Két domént

tartalmaznak: az N-terminalisukon elhelyezkedd ubikvitin-szer(i (Ubiquitin-Like - UBL) és a



C-terminalisukon talalhaté ubikvitinnel asszocialéodd (Ubiquitin-Associated - UBA) domént
(2. ébra). Az UBA domén nagy affinitassal képes kotddni az ubikvitinhez vagy ubikvitin-
szeri domént tartalmazé fehérjékhez, az UBL domén pedig a fehérjéket a 26S proteaszoma
regulator komplexéhez koti [26, 27]. A Rad23, Dsk2 és Ddil az élesztésejtek proteaszomatol
fliggetlen, ingazo6 poliubikvitin receptorai. Eredetileg mas biokémiai folyamatokban betoltott

szerepiik révén azonositottak dket [28, 29, 30].

1.1.4. Drosophila poliubikvitin receptorok

A poliubikvitin receptorok nagyfoku evolucios konzervaltsagot mutatnak, ortologjaik
Drosophila melanogasterben is megtalalhatéak. A p54 proteaszoma alegység mennyisége az
embriokort kovetden hirtelen és drasztikusan lecsokken. Koncentracidja egészen a kései,
vandorl6 larva stddiumig alacsony marad, aztdn kezd lassan emelkedni €s a bab stadiumra
visszaall az embridkorban megfigyelt szintre, amit aztan adult allapotban is megtart. A p54
alegységeinek relativ mennyisége allandd6 marad. A larvdkban aktivalodik egy a
proteaszomahoz kotott és szabad p54-et egyarant elimindléo mechanizmus, melynek erdssége a
larva stadiumokban eltéré [9, 31].

A késbi embridkban és a korai larvdkban a p54-en kiviil a Rad23 és Dsk2 ingazo
poliubikvitin receptorok mennyisége is hirtelen lecsdokken és alacsony marad egészen a korai
harmadik stddiumos larvakorig. A poliubikvitinalt fehérjeszubsztratok mégsem halmozodnak
fel, ugyanis a larva stddiumokban szamos rendkiviil ellendlld, kompakt szerkezetii, larva
specifikus proteaz aktivalodik, amelyek eltavolitjak az irreverzibilisen denaturalt fehérjéket és
a poliubikvitin receptorokat. A p54, Rad23 és Dsk2 mRNS szintje nem valtozik az egymast
kovetd larva stadiumokban, vagyis koncentracidjuk csokkenése nem transzkripcionalisan,
hanem proteolitikusan szabalyozott [9, 31].

A Rad23 ¢és a Dsk2 kolcsonhatasba 1€p a p54-el. A p54 €s Dsk2 kozotti kdlesonhatas
erésebb a p54 ¢és Rad23 kozottinél. Az egyedfejlddés soran a p54 és Dsk2 szintjének
megvaltozasa felboritja az ubikvitin-proteaszoma rendszer homeosztazisat. A p54 levalva a
proteaszomarol képes befolyasolni a kiilonb6z6 poliubikvitin receptorok szallitotta
szubsztratok proteaszomahoz torténd transzportjat. Ubikvitin interakciés motivuma (UIM)
segitségével felismeri, megkoti a szubsztratot szallito Dsk2 ubikvitin-szerli doménjét (UBL),
¢és a 26S proteaszoma 19S regulator komplexumahoz szallitja, amint az rendelkezik szabad

kapacitassal [9, 31].
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3. abra A poliubikvitin receptorok miikddési modellje a human-, éleszté- és muslica irodalom
alapjan [9].

A Rad23 receptor UBL-UBA doménjei inaktiv allapotban koélcsonhatnak egymassal, de
ha szubsztrattal talalkoznak UBA doménjei megkotik a poliubikvitin lancot, igy aktivalodik a
Rad23 és az UBL domén kapcsolodik az extraproteaszomalis pS4 UIM2-hoz, amely aztan a
proteaszoma Rpnl/Rpn2 komplexéhez szallitja (3. dbra A). Az extraproteaszomalis pS4
UIM1 motivuméval az iires Dsk2 UBL doménjét koti meg, akadalyozva a felesleges
proteaszomahoz dokkolast. Ha a Dsk2 szubsztratot kot a p54 tovabb gatolja vagy a
proteaszomahoz szallitja a Dsk2-szubsztrat komplexet a prioritasi sorrendnek megfelelden (3.
abra B). Az p54 UIM motivumaval képes szubsztratot is kotni (3. dbra C). A Ddil UBL
doménje dokkol az Rpnl/2 komplexhez, UBA doménjével pedig hozza a lebontéasra itélt
fehérjét, melyrél az Rpnll1/p37B metalloproteaz levagja a poliubikvitin lancot. Az
Rpnl3/p42E Pru-doménje megkoti a poliubikvitinalt fehérjét és kozben az Rpnl/2
komplexhez, valamint az Uch37 dezubikvitinazhoz is kapcsolodik. Az Uch37/p37A lehasitja
a poliubikvitin lancot, majd a szubsztrat lebomlik (4. abra D). Ezt kovetden a szabad

poliubikvitin lancokat monomerekké daraboljak a dezubikvitinaz (DUB) enzimek (3. abra F)

[9].



Drosophilaban a p42E proteaszoma alegység nem koti a poliubikvitinalt fehérjéket. A
Ddil nagyon kis affinitassal kot poliubikvitinalt fehérjéket és nem dokkol a 26S
proteaszomahoz [9, 31]. Az eddigi kutatasok szerint a p54, a Dsk2 és a Ddil receptor
funkcidjanak kiesése letalis. Mindharom receptor hidnya bab stadiumban okozza az allatok
pusztulasat, a Dsk2 farat adult stadiumban. A Rad 23 és a p42E receptornal nem figyeltek
meg letalitast [9, 31, 32]. Ezért tobb eddig még ismeretlen poliubikvitin receptor 1étezését

feltételezziik, melyek képesek atvenni az el6zéek funkcidjat.

1.1.5. Az ubikvitin-proteaszéma rendszer jelentéségének osszefoglalasa

Eukariota ¢él6lényekben az ubikvitin-proteaszéma rendszer (Ubiquitin-Proteasome
System — UPS) a legnagyobb citoszolikus proteolitikus rendszer. A rendszerben résztvevé
gének szama igen eltérd. Elengedhetetlen szerepet tolt be tobbek kozott a sejtciklus
szabalyozasaban, a transzkripcioban, a jelatvitelben, az apoptozisban, a gyulladasos
folyamatokban, a fehérjeminéség szabalyozasban [1, 11]. A sejteknek nincs olyan része, mely
elérhetetlen lenne az ubikvitin-proteaszoma szabalyozo rendszer szamara. A fehérjeszintek a
sejtmagban, a citoplazméaban, az ER lumenben, valamint a membranfehérjék mind az
ubikvitinacids enzimek ¢€s a proteaszoma ellendrzése alatt dllnak. A meghibasodott és rovid

féléletidejii nuklearis és citoplazmatikus fehérjék 80-90%-a az UPS-ben keriil lebontésra [1].



1.2. Az ecetmuslica modell

Az ecetmuslica, a kétszarnytak (Diptera) rendjébe tartozo teljes atalakulassal fejlodo
rovar. Egyszeri tenyészthetdségiik és fenntarthatosdguk miatt idealis modell allat a genetikai
kisérletekhez. Generacios idejik rovid, 25°C-on csupan 10 nap. Irdnyitott keresztezések
konnyen végezhetbek veliik és tobb szaz utdédjuk van sziléparonként. A Drosophila
nostények a parzast kovetden a himivarsejteket elraktarozzak, és tobb napig hasznaljak petéik
megtermékenyitésére. A megtermékenyitett petében az ecetmuslica embrionalis fejlodése 24
ora alatt jatszodik le. A petébdl kikeld larvak harom fejlédési stadiumon (L1-L2-L3) mennek
keresztiil, mieldtt bebabozodnak. A babbol 6t nap mulva kelnek ki a kifejlett adultak. Kézben

keresztiilmennek szamos morfologiailag jol elkiilonithetd stadiumon [33] (4. abra).

female male

pupa Lot

1st instar larva

=

S

7
2nd instar larva

3rd instar larva

4. abra Drosophila melanogaster fejlodési ciklusa. (fejlodési ciklus kép: http://drosi.
wordpress.com/drosophila-melanogaster/)

Az iranyitott keresztezések kivitelezéséhez elengedhetetlen a ndstények és himek
idoben torténd elkiilonitése. A ndstény és him Dosophila egymastol konnyen
megkiilonboztethetd. A genitalidik kozti kiilonbség a legszembetlindbb, de ezen kiviil a himek
potrohanak utolsé két lemeze (tergit) teljesen fekete, mig a ndstényeké az azt megelézdekhez
hasonlé mintdzatq, és a himek elsd par labain kitin fogacskakbol allo ugynevezett szexfésii is

talalhato [32] (5. abra).
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5. abra Drosophila melanogaster néstény és him kozotti jellegbeli eltérések. A him szexféstijét

¢s pigmentalt ivarszervét nyilak jeldlik. (http://www.stonybrook.edu/commcms/biology/
current/advising.html)

Az ecetmuslica citologiai vizsgalatokra is nagyon jol hasznalhatd. Négy kromoszomaéja
van: egy nemi ¢és harom testi. Larvalis szovetei - példaul a nyalmirigy — politén Orias
kromoszémakat tartalmaznak [34].

A Drosophila teljes genomszekvenciaja ismert és rendelkezésre all. A teljes genom
mérete 180 x 10° bp, amely 13600 gént tartalmaz, melyek koziil mintegy 5000 1étfontossaga
[35]. A muslica gének 50%-anak van human ortologja és az emberi betegségekben azonositott
gének 75%-anak van Drosophila homologja.

A mutdns muslicdk klasszikus genetikai analizise viszonylag konnyen elvégezhetd,
fenotipusuk vizsgalhatd, genetikai térképiik részletes. Rengeteg marker-mutacio és specialis —
balanszer €s delécios — kromoszoma 1étezik a hatékony vizsgéalatokhoz. Tobb tizezer mutans
muslica torzs ismert [34, 36].

A poliubikvitin receptorok nagyfoka evoltcios konzervaltsagot mutatnak, ortologjaik
Drosophila melanogasterben is megtalalhatoak. Saccharomices cerevisiaeben harom olyan
fehérje ismert, amely poliubikvitin kotésre képes és kapcsolodik a proteaszomahoz is.
Ecetmuslicaban mindharom génnek van ortologja: a Rad23 génnek a CG1836, a Ddil-nek a
CG4420 és a Dsk2-nek a CG14224. Az ecetmuslica teljes genomszekvencidjanak ismertségét
¢és elérhetdségét felhasznalva bioinformatikai modszerekkel tovabbi lehetséges poliubikvitin
receptorok utan kutattunk. A Dsk2 gén aminosav szekvenciajaval nagyfoka hasonlosagot
mutat a CG31528 gén feltételezett termékének aminosav szekvencidja. Domén-szerkezete
alapjan poliubikvitin receptornak tiinik. A gén alaposabb funkcionalis vizsgalatat tlztik ki
célul ennek bizonyitasara. A vizsgalatokhoz transzgenikus RNS-interferencia vonalakat

allitott eld csoportunk, ezek genetikai és funkcionalis jellemzésébe kapcsolodtam be. A
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CG31528 fehérje poliubikvitinalt fehérjéket kotd és proteaszomahoz vald koétddésének
képességét kivanjuk meghatarozni Glutathione-Sepharose gélsziiréses kisérletekben. Ehhez

GST fuzids konstrukeidt allitott eld laborunk a CG31528 ¢cDNS-sel.
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2. CELKITUZESEK

Célul tuztik ki a CG31528 feltételezett poliubikvitin receptort kddold génnek a

jellemzését, funkciojanak vizsgalatat kiilonbozo klasszikus genetikai, molekularis bioldgiai és

biokémiai moddszerek felhasznalasaval. A géntermék funkcidjat a génre eldallitott RNS-

interferencia vonalak felhasznalasaval és a GST fUzids konstrukcio alkalmazasaval tervezzik

megvizsgalni. A kdvetkezo kisérletek elvégzésével kivanjuk aldtdmasztani, hogy valdéban egy

1j poliubikvitin receptort sikeriilt felfedezniink:

> w npoe

Az RNSi torzsekben a RNS-interferencia indukcidja.

Az RNS-interferencia hatékonysaganak kimutatasa RT-PCR kisérletekkel.

A kivaltott fenotipus vizsgalata, letalfazis meghatarozas.

A GST fuziés CG31528 cDNS-t tartalmazo expresszios konstrukcio transzformalasa
E. coli baktériumba, a fuzios fehérje termeltetése.

Az expresszid ellendrzése poliakrilamid gélelektroforézissel, a termeltetés ¢és
sejtfeltaras optimalizalasa.

Immunoblot GST-elleni ellenanyaggal, annak ellenérzésére, hogy valoban a kivant
fehérjét sikertilt-e expresszaltatnunk.

A termelt fazios CG31528-GST fehérje tisztitasa Glutathione-gyonggyel, tisztitasi
koriilmények optimalizalasa.

A tisztitott fehérje és Drosophila embri6 és adult fehérje homogenizatumban 1évé
poliubikvitinalt fehérjék kozotti kolcsonhatas vizsgalata Western-blot kisérlettel
ubikvitin-elleni ellenanyagot hasznalva.

A tisztitott fehérje és Drosophila adult fehérje homogenizatumban 1évé proteaszoOma
alegységek koOzotti kolcsonhatas vizsgalata immunoblottal proteaszoma-elleni

ellenanyag keveréket hasznalva.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Alkalmazott Drosophila melanogaster torzsek

Felhasznalt torzseinket és keresztezéseinket standard Drosophila kukoricadara-éleszto
taptalajon, 25°C-on tartjuk. A hasznalt genetikai markerek leirasa a Flybase-en
(http://flybase.bio.indiana.edu/) és a D.L. Lindsley, G.G. Zimm - The genome of Drosophila
melanogaster 1992 konyvben megtalalhato.

A Bloomingtoni torzskézpontbol szereztiik be a balanszer €s driver torzseket, kivéve az
If/CyO;tub-GAL4/TM6B és Tft/CyO;Bam-GAL4 torzseket, melyek Helen White-Coopert6l
szarmaznak (http://www.cardiff.ac.uk/biosi/contactsandpeople/stafflist/u-z/white-cooper-
helen-dr-overview_new.html). Az Ub-R™  Ub-R*"2/Cy0, Ub-RR'?? g5  Ub-R*
transzgenikus RNS-interferencia vonalak teszik lehetévé a CG31528 gén csendesitését. Az
Ub-R"¥ a bécsi RNSi torzskozpontbol szarmazik (VDRC), a tdbbit csoportunk éllitotta eld.

Az Ub-R™"2/Cy0 torzs CyO balanszerét CyO,GFP-re cseréltem, az Ub-RRY!, Ub-RR'?2
és Ub-R"" térzsek homozigéta életképesek.

A transzgenikus RNS-interferencia vonalak a CG31528 gén 530 bp-os exonjat pWIZ
Drosophila transzformacios vektorban két példanyban, egymashoz képest forditott iranyban
ismétlédve hordozzak [37]. A pWIZ vektor pUAST moddositott valtozata, igy a célgén GAL4-
érzékeny expressziojat teszi lehetdvé. A szekvencia 6t tandem elhelyezkedd optimalizalt UAS
GALA4 kotdhely és egy SV40 transzkripciondlis termindtor kozott talalhatdo a vektorban. A
GAL4 Drosophilaban is miikodo éleszté transzkripcids faktor, melyhez szamos, kiilonb6z6
szovet- vagy sejt-specifikus transzkripcios aktivator all rendelkezésre. A GAL4-UAS rendszer
lehetévé teszi duplaszald RNS szovet-specifikus expresszidjat, amely RNS-interferenciat
indukal a sejtekben.

A transzgenikus RNS-interferencia vonalakat Actin5C-GAL4/CyO,GFP t6rzshoz
kereszteztem, amely az Actin5C-GAL4 mesterséges P elem konstrukciot hordozza. Az
Actin5C prométerr6l minden szovetben folyamatosan kifejezodik a GAL4 fehérje, igy minden
sejtben indukalodik a gén-specifikus RNS-interferencia.

Erdsebb csendesitést probaltam elérni azzal, hogy az RNS-interferencia vonalakat
Actin5C-GAL4; UAS-Dicer2 torzshoz is bekereszteztem. A Dicer enzim a kettds szalu
dsRNS-eket 21-25 nukleotid hossziisagh darabokra hasitja az eukaridta szervezetek mintegy
védelmi mechanizmusaként. A Dicer2 egy 200kD méretii fehérje, amelynek amino-terminalis
végén DExH helikdz domén, karboxi-terminalis végén két tandem RNaz III katalitikus domén

¢s egy dsRNS kotd domén taldlhatd. A dsRNS-ekbdl RNaz III aktivitdsanak koszonhetden
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készit siRNS-eket (a Dicer2 enzimatikus preferencidt mutat az siRNS-ek készitésére a
MIiRNS-ek készitésével szemben). A helikaz aktivitas valosziniileg az enzim mozgasahoz
sziikséges a szubsztrat hasitds kozben. A rovid RNS darabok fehérjékhez kotddnek és
silencing komplexet alkotnak - RISC (RNA-induced silencing complex), ami minden olyan
RNS-t feldarabol, amely komplementer a komplex kis RNS alkotojaval. Az SiIRNS-ek és
MiRNS-ek mRNS hasitast, transzlacio gatlast, kromatin szerkezet valtozast vagy RNS
lebomlas fokozodast okoznak, igy csokkentik a gén kifejezodését [39, 40].

Mivel a CG31528 gén expresszidja a tesztiszben a legerdteljesebb az RNSi vonalakat
tesztisz-specifikus  driver torzsekhez — If/CyO; tub-GAL4/TM6B, nanos-GAL4,
Tft/CyO;Bam-GAL4 — is bekereszteztem a him utddok fertilitasanak vizsgalata céljabol.

3.2. Letalfazis meghatarozas

A megfeleld genotipust allatokat nemenként elkiilonitve egy napig €lesztével gazdagon
kiegészitett standard taptalajon tartottam, majd 40 szliz néstényt €s 30 himet kereszteztem. Az
allatokat a keresztezés utan egy nappal petéztetdcsébe raktam szinkronpetéztetéshez és a
petéztetd lemezeket 12 oranként cseréltem. A petéztetd lemez 1,6% lakto-agart, 0,8% gliikozt,
0,15% nipagint és aktiv szenet tartalmaz. A kiilonboz6 genotipust larvdkat a balanszer
kromoszdémajukon hordozott Tubby és GFP markerek alapjan kiilonitettem el az elsé vedlés
utan ¢és kiilon fioldkba helyeztem Oket. A kikeld adultakat megszamoltam, a korabban
elpusztult allatok elért fejloddési stadiumat pedig Bainbridge és Bownes [41] leirasa alapjan

hataroztam meg.

3.3. RNS izolalas

Tri Reagent extrakcios kittel (Sigma) izolaltam RNS-t 10 db farat adult babbol a gyartd
utasitasa szerint. 500 pl Tri reagensben elhomogenizaltam az allatokat, majd centrifugaltam
13000 rpm-mel, 4°C-on 10 percig. Ez a 1épés a széthomogenizalhatatlan kitin kutikula
eltavolitasat szolgalja. A feliiluszot tiszta Eppendorf csbe pipettazas utan allni hagytam 5
percig szobahdn. 100 pl kloroformot adtam hozza és erdsen razogattam 15 masodpercig, majd
inkubaltam szobahén 15 percig. Ismét centrifugaltam 13000 rpm-mel 4°C-on 15 percig, majd
a leszivott feliiluszohoz hozzéadtam 250 pl izopropanolt. Az RNS kicsapasdhoz Gsszeraztam
¢s allni hagytam 10 percig szobah6én. Majd az RNS-t centrifugélassal iilepitettem ki, 13000
rpm-en 4°C-on 10 percig. A kicsapodott RNS-t mostam 500 pl 75%-os RN&z mentes

alkohollal. Ujabb centrifugalas utdn szobahdn szaritottam az RNS-t, majd 15 ul RN4z mentes
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vizben szuszpendaltam fel és 0,8 pul RNAsecure (25x) reagent-et (Ambion) adtam hozza.
65°C-os 15 percig tartd inkubacioval segitettem végiil az oldddast.

Ezt kdvetden a mintdkat DNaz kezeltem, a 16 pl-es mintdkhoz 2 ul 10x DNase I puffert
¢s 2 ul 10x DNase I (1U/ul) (Fermentas) enzimet adtam, majd 30 percre 37°C-os vizfiirdébe
tettem. A DN4az inaktivalasdhoz 4 pul 25 mM EDTA-t mértem a mintdkba és 65°C-ra tettem
oket 10 percre.

Koncentracioméréssel meghataroztam a mintdk RNS mennyiségét, majd agardz
gélelektroforézissel ellendriztem. 0,8-0s agaroz gélt és az egyes mintakbol 500 ng-nyi RNS-t
hasznaltam. Ha Drosophila esetében 2 kb kornyékén egy éles savot latunk, intakt RNS-re utal.
Ez a 16S rRNS ¢és a 2 kb-os fragmentekre szétesett két 4 kb-0s 23S rRNS.

3.4. Reverz transzKkripcio

CDNS-t szintetizaltam M-MuLV reverz transzkriptazt (Fermentas, Vilnius, Litvania),
random hexanukleotid primereket (Fermentas, Vilnius, Litvania), templatként pedig 5 pg total
RNS-t hasznalva. 11 ul 6ssztérfogati RNaz mentes vizet, random hexamer primert €5 RNS-t
70°C-on 5 percig inkubdaltam. 4 pl 5x reakci6 puffert, 1 ul RNéz inhibitort és 2 pl (10 mM)
dNTP-t, mad 1 pl (200 U/ pul) reverz transzkriptazt adtam hozza. Ezt kovetéen 5 percig 25°C-
on, majd 1 6rat 42°C-on inkubaltam. A reakcio leallitasa 10 percig tartdé 70°C-os inkubalassal,
a kiindulasi RNS eltavolitasa 0,5 pl 1 pg/ul RNaz hozziadasaval és 30 percig tarté 37°C-0S
inkubacioval tortént. A kész cDNS-eket -20°C-on taroljuk.

3.5. Szemikvantitativ reverz transzkripcio-kapcsolt PCR (RT-PCR)

A rendelkezésemre allo transzgénikus RNSi vonalak géncsendesitésének mitkodésérol
nem telitési korlilmények kozott végzett RT-PCR reakcid segitségével gydzédtem meg. Az
ilyen kortilmények kozott képzddo termék mennyisége a templat reakcidba vitt mennyiségétol
fligg, vagyis a PCR reakcio termékbdl kovetkeztethetiink a bevitt templat mennyiségre.

20 ciklusos PCR reakcidt hajtottam végre a farat adult babokbol izolalt RNS-rél
szintetizalt CDNS-eket hasznalva templatként. A PCR reakciokat Taq polimerazzal
(Fermentas, Vilnius, Litvania) végeztem standard koriilmények kozott (2 mM MgCly, 0,2 mM
dNTP ¢és 0,2 mM primer). Az egy-egy PCR reakcioba bemért templat mennyiségeket a
Drosophila melanogaster L17 riboszoémalis fehérjét kodolo génre (CG3203, FBgn0029897)
tervezett rpL17A primerek (rpL17A upper, 5-GTG ATG AAC TGT GCC GAC AA-3;
rpL17A lower, 5-CCT TCA TTT CGC CCT TGT TG-3'") felhasznalasaval végzett PCR
reakcioval kalibraltam. A laborunk mdar korabban eldallitott a CG31528 génre tervezett
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specifikus primereket, igy ezek a rendelkezésemre alltak. Ub-R upper primer (101-121): ATT
CTA GAG GAT GAG CAC CAA AGA. Ub-R lower primer (631-612): ATT CTA GAT
GCG TGA TAT GTG GAG GTC. Az RT-PCR termékek vizsgalatit agardz

gélelektroforézissel torténd szétvalasztas utan végeztem.

3.6. Agaroz gélelektroforézis

Az RNS mintédk ellenérzéséhez 0,8%-0s, a ¢cDNS mintdkéhoz 1,2%-0s agaroz gélt
hasznaltam. Az agar6zt TBE pufferben oldottam fel és etidium-bromid hozzaadasa utan
toltottem futtatokadba. A fésiit korabban belehelyeztem a zsebek kialakitasahoz. 20-25 percig

hagytam szilardulni, majd felvittem a mintakat és a molekulasuly markert.

3.7. Baktérium transzformalas és plazmid izolalas

Kompetens DH5a és BL21 E. coli sejtekbe transzformaltam a CG31528 gént hordozo
PGEX-4T-1 plazmidot (eleinte a DH5a torzset hasznaltam, majd megallapitottam, hogy a
BL21 a fehérjetermelésben hatékonyabbnak bizonyul). A transzformalt baktériumokat
ampicillin tartalmt lemezre szélesztettem és O/N ndvesztettem 37°-0n.

A plazmid izolalashoz a baktériumokat ampicillin tartalmt tapfolyadékba oltottam le és
O/N novesztettem 37°C-on. 1,5 ml kultarat Eppendorf csobe toltottem, lefugaltam, a
feliilaszot leontottem, majd ezt megismételtem. A kiiilepedett E. coli sejteket 100 pl Lizis
puffer 1. oldatban (50 mM Gliikkéz, 25mM TRIS.CL pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0)
szuszpendaltam fel. Hozzaadtam 200 pl Lizis puffer II. oldatot (0.2N NaOH, 1% SDS) és fel-
leforditgatassal jol osszekevertem. Ezt kdvetden ramértem 150 pl jéghideg Lizis puffer IIL
oldatot (60 ml 5M KAc, 11.5 ml jégecet, 28.5 ml viz) és vortexeltem, majd 5 percig
inkubaltam jégen. A mintdkat 15 percig centrifugdltam 15000 rpm-en, a feliiliszét Uy
csovekbe pipettdztam és két térfogat etanolt adtam hozza. A mintdkat ismét 15 percig
centrifugaltam, majd eltavolitottam a feliiliszot és a csapadékot 500 ml 70%-0s alkohollal
mostam. Az alkohol eltavolitdsa utan a csapadékot megszaritottam, majd a DNS-t 50 ml
RNazos TE-ben (20 mg/ml RNase, pH 8.0) oldottam fel 65°C-on 15 percnyi inkubalassal.

3.8. Fehérjetermeltetés és —izolalas

A rekombinans fehérje termeltetéshez starter kultarat készitettem, melyet O/N
novesztettem 37°C-on razatva, majd a kdvetkezo reggel 0,2 OD-re higitottam és 0,4-0,7 OD-
ig novesztettem, szintén 37°C-on razatva. YTB-t hasznaltam a ndvesztéshez, amely 100

pg/ml ampicillint tartalmazott. A megfeleld OD érték elérése utan a kultardkat 0,2-0,5 mM
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IPTG-vel indukéltam, majd ndvesztettem 2-10 oran keresztiil 22°-on razatva. (Az IPTG
mennyiségének valamit az indukcids idonek nem volt hatasa a fehérjetermelés intenzitasara.)
A feltarashoz az indukalt kultardkat jégre raktam 10 percre, mikdzben idénként
kevergettem, majd el6hiitott falcon centrifuga csdovekbe toltve 6000 rpm-en centrifugaltam 8
percet 4°C-on. A tapoldat eltavolitasa érdekében a csapadékot 10 ml hideg PBS-ben
felszuszpendaltam és tjra centrifugaltam. Ezt a 1épést Gjra megismételtem, majd a kiindulasi
kultira mennyiségétdl fiiggden 6-8 ml PBS-ben vettem fel a kiiilepedett E. coli sejteket.
Uvegcesében 5-8 percig (20s-20s) szonikaltam (Branson Sonifier 250 tipust szonikéld
berendezéssel) 20%-on. Ezt kdvetden jégre tettem a mintadkat, majd centrifugdltam 10 percet
15000 rpm-en. A feliiliszot leszivtam, a csapadékot pedig ugyanannyi PBS-ben vettem fel,

amennyit a feliiluszo6 tartalmaz.

3.9. SDS-PAGE és Western-blot

A vertikalis gélelekroforézishez 5%-o0s tomoritd és 8%-os szeparald gélt készitettem. A
8 ml 8%-os szeparald gélhez 2,72 ml H,O-t; 3 ml 1M pH 8,8 Tris-HCI-t; 2,128 ml AA-t
(30%); 80 ul SDS-t (10%); 68 ul APS-t (10%) és 7,2 ul TEMED-et mértem Ossze, amit
gyorsan a két tiveglap k6z¢é pipettaztam. Rdmértem annyi i-propanolt, hogy éppen ellepje a
gél tetejét. Megvartam, mig megQszilardul (kb. 35 perc), majd mos6d pufferrel mostam, a
maradék puffert pedig szlir6papirral leitattam. 3 ml 5%-os tomorité gélhez 2,06 ml H,O-t; O,
375 ml 1M pH 6,8 Tris-HCI-t; 0,5 ml AA-t (30%); 30 ul SDS-t (10%); 30 ul APS-t (10%) és
5 pl TEMED-et mértem Gssze, gyorsan rapipettdztam a szeparald gélre és belehelyeztem a
zsebeket kialakito fésiit. Kb. 20 perces polimerizaci6 utan a fésiit 6vatosan kivettem.

A mintdkat 4x Sample Buffer (40% glycerol, 4% lithium dodecyl sulfate (LDS), 4%
Ficoll-400, 0,8 M triethanolamine-Cl pH 7,6, 0,025% phenol red, 0,025% Coomassie G250,
2mM EDTA disodium) hozzaadasa utan 4 percig forraltam, majd jégre tettem a gélre torténd
felvitel elott.

A futtatdé puffer 25 mM Tris-t, 192 mM glycine-t és 1% SDS-t tartalmaz. A mintakat
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder mellett futtattam 80 V-on, ameddig atfut a
szepardld gélbe, majd 120-130 V-on. A gélt ezt kovetden Coomassie festékkel (0.1%
Coomassie Blue R250, 45% Metanol, 45% H20, 10% ecetsav) festettem, majd Destaining
(45% Metanol, 45% H20, 10% ecetsav) oldattal mostam, vagy membranra blottoltam.

A fehérjéket a poliakrilamid gélbl PVDF membranra blottoltam, ahol megmaradt a
fehérjék gélbeli elrendezddése. 200 mA-en, 4°C-on, Gel Cooler-el is hiitve, 3-3,5 oran at

végzem a blottolast.
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A GST-vel fazionalt fehérjét ellenanyag segitségével mutattam ki. Ehhez el6szor a
membran fehérjéit borju szérum albuminnal (BSA) blokkoltam éjszakan at, majd TBST-ben
(Tris-buffered salin + Tween20) feloldott tejporral egy oran keresztiil, az ellenanyag
aspecifikus  kotédésének elkeriilésére. A  megfeleld epitopot tartalmazd fehérjék
kimutatasahoz el0szor az elsdleges, nyulban termeltetett anti-GST és anti-ubikvitin
ellenanyagot, valamint egérben termeltetett anti-proteaszoma ellenanyag keveréket
hasznaltam (3 ml-hez 100 pl anti-p54, 38 ul anti-12A1, 38 ul anti-50, 30 ul anti-123, 150 ul
anti-CP). Az adott elsédleges ellenanyaggal (1/1000) szintén egy oOrat inkubaltam. Ezt
kovetden 3x10 percig mostam a membrant 1xTBST-vel, majd ramértem a nyul vagy egér
ellen termeltetett masodlagos ellenanyagot (1/30.000), amely hozzakotédott az elsédleges
ellenanyaghoz. A masodlagos ellenanyagban vald egy ora inkubacié utan ismét 1xTBST-vel
mostam a membrant 3x10 percig. A masodlagos ellenanyaghoz egy torma peroxiddz van
kapcsolva, mely hasitja a hozzdadott kemilumineszcens agenst, ezaltal lumineszcenciat

produkalva. A kibocsatott fényt fényérzékeny filmmel detektaltam.
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4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A CG31528 gén azonositasa bioinformatikai médszerekkel

Harom olyan poliubikvtitin receptor ismert Drosophila melanogasterben, amely képes
poliubikvitint kotni €s a proteaszoémahoz is kapcsolodik. Ezek a gének a kovetkezd éleszto
gének ortologjai: a CG1836 a Rad23-nak, a CG4420 a Ddil-nek és a CG14224 a Dsk2-nek.
Mindhdrom gén kozos jellemzdje az N-termindlisukon taldlhatd ubikvitin-szerli (UBL)
valamint a C-terminalisukon elhelyezked6 ubikvitinnel kdlcsonhato (UBA) domén, vagyis
mindhdrom gén terméke az UBA/UBL fehérjék csaladjaba tartozik.

Feltételezhetd tovabbi poliubikvitin receptorok létezése is, igy az ismert receptorok
aminosav szekvenciajaval megszirtik a Drosophila genomot. Vizsgalatainkhoz olyan
programokat hasznaltunk, amelyek aminosav szekvenciat hasonlitanak 0ssze folyamatosan
atforditott nukleotid szekvencidkkal minden olvasési keretben, majd a szekvencidk kozott
statisztikailag szignifikans hasonldsagot keresnek. Ezek a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) altal rendelkezésre bocsatott internetes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) PHI-BLAST, PSI-BLAST ¢és WU-BLAST adatbazis
keres6 algoritmusok voltak (Altschul et al., 1997, McGinnis et al., 2004).

A Dsk2 homolég CG14224 (Ubiquilin, dUbqln) gén altal kodolt fehérje aminosav
szekvencidjaval végzett BLAST sziirés nagyfokl hasonlosadgot mutatott a CG31528 gén altal
meghatarozott fehérjével (6. é&bra). Az aminosav egyezés 28% (75/271), a hasonld
aminosavak szazalékos aranya pedig 46% (126/271). A hasonlosag a funkcionalis doméneken
beliil nagyobb mértékii. A Drosophila CG31528 gén feltételezett terméke aminosav
szekvencidjanak és domén-szerkezetének hasonlosaga alapjan poliubikvitin receptornak tiinik.

A CG31528 gén domén-szerkezete megfelel az UBA/UBL fehérjék csaladjaba tartozo
poliubikvitin receptorok domén-szerkezetének. A CG31528 gén altal kodolt aminosav
szekvencidban az UBL domén a 9-79 pozicidban, az UBA domén a 298-335 pozicidban
talalhato. A Dsk2/CG14224 gén altal kodolt aminosav szekvenciaban az UBL domén a 6-75
pozicidban, az UBA domén a 409-445 pozicidban talalhatd6. A két UBA domén
nagymértékben hasonld. Aminosav szekvenciajuk és domén-szerkezetiik hasonlosaga alapjan

valoszintsithetd, hogy a CG31528 gén a Dsk2/CG14224 duplikalodasaval jott 1étre.
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6. abra A CG31528 és Dsk2/CG14224 gén altal meghatarozott aminosav szekvenciak
Osszehasonlitasa. A sargaval kiemelt részek az aminosav egyezéseket, + jel a hasonlo
aminosavakat mutatja. A piros keretezés jelzi a poliubikvitin receptorokra jellemzo
doméneket.

4.2. A CG31528-specifikus RNS-interferencia vonalak letalfazisanak vizsgalata

A rendelkezésemre allo CG31528 transzgénikus RNSi vonalakat kereszteztem Actin5C-

GAL4 allatokhoz, indukalva ezzel a kettdsszalu RNS expressziojat az utodokban. Az Actin5C-

GAL4 vonalakban az ¢leszté GAL4 transzkripcios faktort kodold gént a Drosophila Actin5C

génjének promotere utan illesztették. Az Actin5C promoterr6l minden szdvetben

folyamatosan kifejez6dik a GAL4 fehérje, igy minden sejtben indukalodik a gén-specifikus

RNS-interferencia. A folyamatot a 7. abra sematikusan abrazolja.

—é a—
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IR
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T
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7. abra A transzgénikus RNS-interferencia sémaja. A GAL4 transzkripcids faktor dimert alkotva
onmagaval az UAS szekvenciajahoz kotdédve aktivalja a bevitt transzgénikus konstrukcid

atirédasat. IR — forditott ismétlodések, a bevitt P elem végeit és az integracio helyét jeloli.
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Az RNS-interferencia sikerességét és hatasat az Ub-RRH [Actin5C-GAL4, Ub-
R/Actin5C-GAL4, Ub-R*"2/Actin5C-GAL4, Ub-RR??/Actin5C-GAL4 genotipusu allatokon
vizsgaltam. Ezek fenotipusat az Ub-R*Y/CyO,GFP, Ub-R*/Cy0,GFP, Ub-R*"?/CyO,GFP,
Ub-R*?2/CyO,GFP  genotipusi  testvéreikhez hasonlitottam, melyekben a GAL4
transzkripcids faktor hidnya miatt nem indukalddott az RNS interferencia.

A ,,géncsendesités” hatékonysagat RT-PCR kisérletekkel ellendriztem. Az indukalt
torzsek farat adult babjaibol izolalt RNS-rél c¢DNS-t készitettem és ezeket hasznaltam
templatként. Az RT-PCR reakcioba bevitt cDNS-ek mennyiségét az RpL17 riboszomalis
proteint kodolo gén mennyiségére normalizaltam. Eredményeim alapjan valamennyi vizsgalt
esetben hatdsos volt az RNS-interferencia, minden esetben csokkent a géntermék mennyisége
azokban az allatokban, amelyek hordoztadk a GAL4 drivert az RNSi konstrukcié mellett (8.

abra).

Ub-RFX™T Ub-R™® Ub-R*"* Ub-RR122

i k i k i k i k

8. abra A ,géncsendesités” mértékének vizsgalata RT-PCR reakcioval. Az RNSi indukalt
babok (i) transzkript szintjét GAL4 forrast nem hordozé testvéreikhez, mint kontrollhoz
(k) hasonlitottuk (fels6 sor). Bemérési kontroll az RpL17A transzkriptum (alsé sor).
CG31528/L.17 transzkriptum arany: 1:1.

A ,,géncsendesités” fenotipusbeli hatdsanak vizsgalatdhoz szinkronizalt elsé stadiumos
larvakat gylijtottem €s folyamatosan kovettem a fejlodésiiket. Ha a géntermék 1étfontossagu,
akkor attol fiiggden, hogy mely fejlédési stadiumokban van ra legféképpen sziikség, abban a
stadiumokban lenne leginkdbb megfigyelhetd az allatok pusztuldsa. A bebabozodott allatok
tilnyomo tobbsége azonban mindegyik torzs esetén kikelt, az elpusztult egyedek szama az
indukalt és nem indukalt utodok esetén kozel azonos volt (1. tablazat). A kikelt példanyok

fertilisnek bizonyultak.
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Elpusztult
Genotipus Li‘zﬂgf t Elg: E;m (eb?)i:it;ofiré t Kikelt adultak

adultak)
Ub-R™/Act5C-Gald 217 65 0(0) 152
Ub-RM/Cy0, GFP (kontoroll) 247 58 3(1) 186
Ub-R/Act5C-GALA 265 96 5(1) 164
Ub-R™/Cy0. GFP (kontroll) 269 103 2(1) 164
m:' 'JI.-"ActSC:-GAIA 776 46 25(18) 705
gb£4,.-c;{:?&S&ZE;SB&C 1333 168 52 (37) 1113
Ub-R™/Act5C-GALA 229 73 12(6) 144
Ub-R™?/Cy0, GFP (kontroll) 253 87 13 (10) 153

1. tablazat A CG31528-specifikus RNS-interferencia vonalak letalfazisai Actin5C-GAL4
allatokhoz tortént keresztezést kovetéen. Az Act5C-Gal4 sorok az indukalt, a CyO,GFP sorok
pedig a kontroll allatokat mutatjak.

Az RNS-interferencia hatékonysaganak novelése érdekében az RNSi vonalainkat
Actin5C-GAL4; UAS-Dicer2/TSTL torzzsel is kereszteztem. A Dicer enzim minden eukariota
szervezet védelmi mechanizmusaként a kettds szali RNS-eket (dsRNS) 21-25 nukleotid
hosszusadgu darabokra hasitja, majd a rovid RNS darabok fehérjékhez kotddnek és RNS

csendesitd komplexet alkotnak. Ennek eredményeként er6sddik az RNS-interferencia hatasa.
R11/1

Az RNS-interferencia hatasat az Ub-R [Actin5C-GAL4; UAS-Dicer2/+, Ub-
RN/ActinsC-GAL4:  UAs-Dicer2/+,  Ub-R™"%/actin5C-GAL4:  UAS-Dicer2/+,  Ub-
R/ Actin5C-GAL4; UAS-Dicer2/MKRS vagy TM6B genotipusti allatokban vizsgaltam &s

Ub-R™Y st UbRM st Ub-R™Y2imsTL. Ub-RRY2.MKRSITSTL

genotipust testvéreikhez hasonlitottam.
Az RNS-interferencia hatdsat ebben az esetben is teszteltem RT-PCR reakcidval az
el6z6h6z hasonlé modon. A keletkezett géntermék itt is jelentdsen lecsokkent az indukalt

allatokban nem indukalt testvéreikhez képest (9. bra).

Ub_RRl 1/1 Ub_RKK Ub_RR17/Z Ub_RRI 2/2

i k i k i k i k

9. abra A ,géncsendesités” mértékének vizsgalata RT-PCR reakciéval a DICERT is
tartalmazo indukci6 esetén. CG31528/L17 transzkriptum arany: 1:1.
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Az RNSi torzsek letalfazisanak vizsgalata soran a bebabozodott allatok tilnyomo

. . R11/1 .
tObbsége ez esetben is kikelt, egy torzs kivételével (Ub-R / ). A masik harom vonal esetén

kdzel azonos volt az elpusztult egyedek szama az indukalt és nem indukalt utédok esetén, az
el6zé indukcidhoz képest nem tortént jelentds valtozas. A bebabozddott, de ki nem kelt
allatok nagy része farat adult stadiumban pusztult el. A kikelt példanyok ebben az esetben is

fertilisnek bizonyultak.

e Elpusztult
Genotipus Legnyot El&fﬁ;ﬂt bibok (ebbsl | Kikelt adultak
‘ farat adultak)
Ub-R™"/Act5c-GAL4; UAS-Dicer2/+ 520 98 355 (336) 67
Ub-R™M- 4/ TSTL (kontroll) 483 44 79 (67) 360
Ub-R"/ActSc-GAL4; UAS-Dicer2/+ 530 5 124 (75) 401
Ub-R. +/TSTL (kontroll) 431 17 58 (45) 356
Ub-R*"%/Act5c-GALA; UAS-Dicer2/+ 721 97 43 (31) 581
UbR™"™: +/TSTL (kontroll) 706 2 48 (27) 636
(C]?;?;HGolPls.-'ACISC-GAIA; UAS-Dicer2/+ 786 163 26 (14) 597
KIZZ, 5 .
g?c:nﬂ?ﬁg f%ﬁ;gs 491 61 24(18) 406
UbR*™% MKRS /TSTL (kontroll) 763 20 77 (67) 666

2. tablazat A CG31528-specifikus RNS-interferencia vonalak letalfazisai Actin5C-GAL4; UAS-
Dicer2 allatokhoz tortént keresztezést kovetden. Az Act5C-Gal4; UAS-Dicer2 sorok az
indukalt, a TSTL sorok pedig a kontroll allatokat mutatjak. Az Ub-R™"? torzs esetén két
kontroll is van, mivel a kiinduldsi térzs homozigota letalis, az Ub-RF*™; + /TSTL és a
CyO,GFP/Act5c-GAL4; UAS-Dicer2/+.

Kisérleteim azt mutatjak, hogy a CG31528 fehérje (a Ddi1/CG4420 és Rad23/CG1836

géntermékhez hasonldan) nem létfontossagl az ecetmuslica egyedfejlédése folyaman. Az Ub-

R11/1 . , ,, . . . r oo .
R torzs esetén megfigyelhetd farat adult babpusztulds valoszinlileg valamilyen nem

ismert hatas eredménye, ugyanis az RT-PCR vizsgalat soran nem ebben a tdrzshen
jelentkezett a legerételjesebb ,,géncsendesités”.

A CG31528 gén expresszidja a tesztiszben a legerételjesebb (1-es melléklet), ezért az
RNSi vonalakat olyan driver torzsekhez kereszteztem, amely a drivert hordozo him utdédok
tesztiszében indukalja a gén-specifikus RNS-interferenciat.

A kovetkez6 tesztisz-specifikus driver torzseket hasznaltam: 1f/CyO; tub-GAL4/TM6B,
nanos-GAL4 és Tft/CyO;Bam-GAL4. A keresztezésekbdl szarmazé indukalt him utodok
fertilitasat vizsgaltam. Ehhez white” szliz néstényekhez kereszteztem oket (1 himet 5

ndstényhez). Minden RNSi vonal fertilisnek bizonyult. Ez az eredmény ismét azt latszik
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igazolni, hogy a vizsgalt géntermék jelenléte nem jatszik szerepet a fertilitdsban
ecetmuslicaban.

Az RNS-interferencia csak lecsokkenti a géntermék mennyiségét, teljes mértékben nem
tavolitja el azt a gazdaszervezetbdl, ezért CRISPR/Cas rendszert hasznalva tervezziik
nullmutans vonalak el6éallitasat és azok fenotipusbeli eltérésének vizsgalatat. A CRISPR/Cas
technika a baktériumok ¢és archeak adaptiv immunrendszerén alapul6 eljaras. A baktériumok
fagbol szarmazé DNS darabokat épitenek be a sajat kromoszoémajuk CRISPR repetitiv

crer

hez.

4.3. GST-hez fazionalt rekombinans CG31528 fehérje termeltetése

A CG31528 gén terméke aminosav szekvenciajanak hasonlosaga alapjan poliubikvitin
receptornak tlinik. Erre valodi bizonyitékot az szolgaltatna, ha ki tudnédnk mutatni, hogy
poliubikvitinalt fehérjéket kot és, hogy kotddik a proteaszOmahoz. Munkatarsaim a CG31528
génrél képz6dd cDNS szekvencidjanak pGEX-4T-1 vektorba (2-es melléklet) torténd
klonozasaval eldallitottak egy olyan konstrukciot, amelyet E. coli sejtekbe transzformalva
lehetové valik a CG31528 gén altal kodolt fehérje glutation S-transzferazhoz (GST) fazionalt
valtozatanak termeltetése. A GST fuzioés fehérje glutationt hordozé affinitds oszlopon
(Glutation-Sepharose) kikothetd ¢és igy vizsgalhato a poliubikvitinalt fehérjéket és
proteaszomat kotd képessége.

Az eléallitott pGEX-4T-1-CG31528 konstrukciot E. coliba transzformaltam és a fehérje
expresszio optimalis koriilményeit vizsgaltam. Teszteltem az indukcid sordan hasznalt eltérd
IPTG koncentracié (0,2 és 0,5 mM) hatasat, az indukcié utani ndvesztési hémérsékletet (20,
22, 25°C), az indukcios 1d6 hosszanak (2-10 h) jelentdségét, kétféle tapoldatot illetve kétféle
E. coli torzset (DH5a és BL21). Az eltér6 IPTG koncentracio (10. abra) és az indukcids id6 a
baktérium novekedés és a fehérjetermelés szempontjabol nem eredményez szamottevd
kiilonbséget. A novesztési homérsekletek koziil a 22°C tlint a legmegfelelobbnek. Ebben az
esetben is szamottevé fehérje mennyiség keriilt zarvanytest formdjaban a csapadékba, de
szolubilis forméba is elegendd keriilt. A kétféle baktérium torzs koziil a fehérje expresszid és
tisztitdas a BL21 tdrzsben tiint hatékonyabbnak. A fehérje alacsony expresszidja miatt

felvetddott esetleges toxikussaga is. Ezt az indukci6 utdni OD méréssel kizartuk.
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10. abra A termeltetett CG31528-GST fehérje kimutatasa SDS-PAGE-el. A nyil jeloli a
termeltetett 64,7 kD-o0s fehérjét (38,7 kDa + 26 kDa méretii GST jel). Az els6 hat minta
paronként kiilonb6z6 mennyiségii (5 ul, 10 ul, 20 pl) feliltszot, mig a masodik hat minta
paronként kiilonbdz6 mennyiségii (5 nl, 10 ul, 20 pl) csapadékot tartalmaz. A parok elsé
tagja esetén a kultira 0,2 mM IPTG-t, masodik tagja esetén 0,5 mM IPTG-t tartalmazott.

4.4. Glutathione-Sepharose gélsziiréses kisérletek és Western-blot
Western-blot technikaval Glutathion-S-Transzferaz elleni antitesttel kimutattam a GST-

CG31528 fuzids fehérje jelenlétét. Abban a fehérjemintdban, ami az indukalt baktériumokbdl

szarmazik mind a csapadékban, mind a feliiliszoban jol lathato jelet kaptam a f0zids

fehérjének megfelelé molekulastlynal (65 kDa) (11. abra).

11. abra GST elleni els6dleges antitesttel végzett Western-blot kisérlet. Az elsé minta a nem
indukalt csapadékbol, a masodik minta az indukalt csapadékbol, a harmadik minta a nem
indukalt feliiluszobol, a negyedik pedig az indukalt feliilliszobol szarmazik.
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Ezt kdvetden Glutathione-Sepharose gélsziiréssel tisztitottam a fehérjét. Az SDS-PAGE
kisérletek azt mutattak, hogy csak kis mennyiségben sikeriilt gyongyhoz kotnom a fzids
fehérjét, ugyanis a vizsgalt fehérje nagy része a nem kotddd baktérium fehérje elegyben
maradt. A glutathion gyongyhoz kotott tisztitott fehérjét ecetmuslica embrio/adult fehérje
homogenizatummal inkubaltam, annak megallapitasara, hogy kot-e a vizsgalt fehérjénk
poliubikvitinalt fehérjéket. A gyongyrdl vald leoldas utan immunoblotot végeztem ubikvitin
elleni elsddleges antitestet hasznalva.

Jelet csak a GST-CG31528 fazids fehérje molekulastilyanak megfelelé savban kaptam.
Ez jelenheti azt, hogy maga a vizsgalt fehérje ubikvitinalodik vagy, hogy a fehérje reagal
valami oknal fogva az antitesttel. Ennek eldontésére Western-blotot csinaltam olyan tisztitott
fazioés fehérjével, amely érintkezésbe keriilt fehérje Kivonattal és parhuzamosan olyan
fehérjével, amelyet a homogenizatummal val inkubalas elStt oldottam le a gyongyrél. Igy
nem léphetett kdlcsonhatasba ubikvitinnel, ugyanis a baktériumokban nem talalhat6 ubikvitin,
tehat az expresszaltatas soran nem keriilhetett vele kapcsolatba. A kivonattal nem érintkez6
fehérje is adott jelet az ubikvitin elleni ellenanyagra (12. abra), vagyis a jel nem specifikusnak
tlnik. Mivel csak a fizids fehérje molekulasulydnak megfeleld helyen volt detektalhato jel,

poliubikvitinalt fehérjéket a vizsgalt fehérje nem kotott meg a fehérje homogenizatumbol.
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12. abra Ubikvitin elleni elsddleges antitesttel végzett Western-blot kisérlet. Az elsé minta a
kikotott fehérje mosasabol szarmazd PBS, a masodik, harmadik és negyedik minta a
megkotott fehérje leoldasanak 2-4. frakcidja, az 6todik minta a kikotott fehérje légy
fehérje homogenizatummal vald inkubalasa utani mosdé PBS, a hatodik, hetedik és
nyolcadik minta a fehérje kivonattal vald inkubalasat kdvetd redukalas utan leoldott 2-4.
frakcio, a kilencedik minta a 1égy fehérje homogenizatum, a tizedik pedig a nem k6t6do
baktérium fehérje.

27



A poliubikvitin receptorok tovabbi jellemzdje az ubikvitinalt fehérjék megkotésén kiviil,
hogy kotddhetnek a proteaszomahoz. Ezért a 26S proteaszoma alegységei ellen termeltetett
antitestekbOdl Osszeallitott elsddleges ellenanyag keverékkel szintén Western-blot kisérletet
végeztem (13. abra). Jelet nem kaptam a gyongyrdl leoldott fehérje frakciokban, vagyis a
tisztitott fehérje az adult muslica fehérje homogenizdtumbdl nem kotott meg proteaszéma

alegységeket.
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13. abra Proteaszoma elleni elsddleges antitesttel végzett Western-blot kisérlet. Az els6 minta
a kikotott fehérje mosasabol szarmazoé PBS, a masodik, harmadik és negyedik minta a
megkotott fehérje leoldasanak 2-4. frakcidja, az 6tddik minta a kikotott fehérje légy
fehérje homogenizatummal vald inkubalasa utani mos6é PBS, a hatodik, hetedik és
nyolcadik minta a fehérje kivonattal vald inkubalasat kdvetd redukalas utan leoldott 2-4.
frakcio, a kilencedik minta a 1égy fehérje homogenizatum, a tizedik pedig a nem k6t6do
baktérium fehérje.

Az immunoblot kisérletek eredménye alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a GST fuzios
fehérjét nem sikeriilt megfeleld mértékben, elegendd mennyiségben tisztitani és aktiv
formaban termeltetni. Ezért a késObbiekben atklonozom egy masik vektorba, masik fuzios

jelet hasznalva.
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5. OSSZEFOGLALAS

Drosophila melanogasterben harom az UBA/UBL fehérjék csaladjaba tartozo
poliubikvitin receptor ismert, azonban feltételezziik tovabbi poliubikvitin receptorok 1étezését
is a poliubikvitin lancok sokfélesége és eltérd szerepe miatt. Aminosav szekvencia homologia
alapjan azonositottunk egy feltételezhetéen uj poliubikvitin receptort kodold gént, a
CG31528-at. Célul thuztik ki ennek a génnek a jellemzését, funkcidjanak vizsgéalatat
kiilonbozé  klasszikus genetikai, molekuldris biologiai €s biokémiai moddszerek
felhasznalasaval. Ez az én feladatom.

A CG31528 génre specifikus transzgenikus RNS-interferencia torzseket allitott eld
csoportunk. Az RNS-interferencia indukcidja jelentds mértékben csokkentette a
génexpressziot, azonban nem okozott zavart az allatok egyedfejlodésében. Tesztisz-specifikus
driver torzsekhez is elvégeztem az RNSi torzsek keresztezését, azonban az indukalt him
utdédok nem mutattak sterilitast. Ezen vizsgalatok alapjan a gén nem tlinik l1étfontossagunak,
mas poliubikvitin receptorok atvehetik a funkciojat.

Munkatarsaim pGEX-4T-1 expresszios vektorba klonoztak a CG31528 cDNS-t, amely
lehetdvé teszi a gén altal kodolt fehérje glutation S-transzferazzal (GST) fluzionalt
valtozatanak baktériumokban valo termeltetését. A fuzios fehérjét tisztitottam és Glutathione-
Sepharose gélsziiréses kisérlettel valamint Western-blottal vizsgaltam koét-e poliubikvitinalt
fehérjéket, illetve kotédik-e a proteaszomahoz. Az anti-ubikvitin ellenanyagra nem specifikus
jelet kaptam, az anti-proteaszoma ellenanyagra, pedig nem kaptam jelet. Kovetkeztetéseink
szerint a fehérjét nem sikeriilt aktiv konformacidoban termeltetni, megfeleld mennyiségben

tisztitani.

Tovabbi terveink:
1. Szeretnénk megvizsgalni, hogy a tultermelés okoz-e lathat6 fenotipust.
2. CRISPR/Cas rendszert hasznalva tervezziik nullmutansok eldallitasat és
jellemzését.
3. Tervezziikk a CG31528 cDNS ¢élesztd kettds-hibrid vektorba klonozasat is. Ez
lehetdvé tenné, hogy interakcios partnereket azonositsunk. Azt reméljiik, hogy igy
a CG31528 poliubikvitin receptor szubsztratjait és a szabalyozasdban résztvevo

fehérjéket azonosithatunk.
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4. A CG31528 cDNS 1 vektorba vald klonozasat, 0j jelhez torténd fuzionalasat
tisztitads reményében.

5.  Meg szeretnénk hatarozni azt is, hogy milyen tipusa poliubikvitint kot a CG31528
fehérje. A CG31528 fehérje eltérd kapcsoltsagi poliubikvitinekkel szembeni
specifitasa K11-, K29-, K48- és K63-kapcsolt tetra-Ub lancok beszerzésével

tesztelhetd lenne pull-down és Western-blot kisérletekkel.
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