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1. Bevezetés

A sejtosztodasok sordan a kromoszomak szétvalasat, valamint a
mitdzisbdl vald kilépést egy ubikvitin-figg6 fehérjelebonté mechanizmus
szabalyozza. Ez a folyamat két 1épésbol, egy jelold és egy lebontd 1épésbdl all.
Az elsb, jelolési 1épésben egy enzim-kaszkad ubikvitin lancot kapcsol a
szabalyozo fehérjékhez, majd az igy megjeldlt fehérjéket felismeri, és lebontja
a sejtek fehérjelebontd szerve, a proteaszoma. A jeldlési folyamat elsé 1épése
az ubikvitin aktivalodasa, amelyet az E1 ubikvitin-aktivald enzim végez.
Ennek soran egy nagyenergidju tioészter kotés jon létre az ubikvitin molekula
karboxi-termindlisan 1év6 glicin, és az E1 ubikvitin-aktivalé enzim aktiv
centrumaban 1év0 cisztein oldallanca ko6zott. Ezutan az aktivalt ubikvitin
atkeriil az E2 ubikvitin-konjugald enzim ciszteinjére, Gjabb tioészter kotést
formalva. Végiil pedig megtorténik az aktivalt ubikvitin célfehérjére juttatasa.
Ehhez a reakciéhoz egy harmadik enzim, az E3 ubikvitin-ligdz aktivitisa
szilkséges. A jelols folyamat kulcsfontossag szereplje az E3 ubikvitin-
protein ligaz, amely alkalmas felilletet biztosit az ubikvitilacids reakcid
szaméra, és meghatarozza ennek szubsztrat-specificitasat is.

A sejtciklus mitézis és G1 szakaszainak szabalyozdsat az APC/C
(anaphase promoting complex/cyclosome) ubikvitin-protein ligaz komplex
végzi. Az APC/C a szekurin lebontasaval indukalja a leanykromatidak
szétvalasat, és igy a metafazis-anafazis atmentet, valamint a mitétikus ciklinek

Az APC/C egy nagyméretii, mintegy 1,5 MDa-os fehérjekomplex,
amelynek eddig 12-13 alegységét azonositottak kiilonb6z6 fajokban. Az egyes
alegységek homologjai altalaban nagymértékii szekvencia és topologiai
hasonldsagot mutatnak, ami evollcids konzervaltsagot bizonyit. Annak

ellenére, hogy ismerjilk az APC/C alapvetd szerepét €s szabalyozasanak fobb
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elemeit, még szdmos kérdés megvalaszolatlan mind felépitésével, mind pedig

miikddésével kapcsolatosan.

2. Célkitiizések

Munkdjanak célja az APC/C felépitésének és szerepének vizsgalata
ecetmuslica modellben. Az APC/C alegységeket kodolé gének kiejtésével
célunk, hogy a funkcidvesztéses mutansok fenotipusabdl koévetkeztessiink az
egyes alegységek szerepére a komplexben, és tovabbi ismereteket szerezziink
az APC/C felépitésérdl és miikodésérdl. Az én feladatom az APC/C katalitikus
alkomplexét felépitd Apcll alegység vizsgalata volt a kovetkezd 1épéseken

keresztlil:

1. Apcll hipomorf mutansok fenotipusanak genetikai, sejtbiolégiai és

citoldgiai jellemzése.

2. Az Apcll null mutins eléallitisa P-elem remobilizacidval, majd
genetikai, citologiai és sejtbiologiai jellemzése.
3. Az Drosophila Apcll funkcionalis homoldgiajanak igazolasa sarjadz6

¢élesztében heterolog komplementacios kisérlettel.

4. Az Apcll-el kdlcsonhatasba 1ép6 mas APC/C alegységek azonositasa
éleszté kettSs-hibrid és genetikai interakcios kisérletekkel.

5. Az APC/C alegységek és E2 enzimek kozotti kdlcsonhatas kimutatasa

éleszté harmas-hibrid és genetikai interakcios kisérletekkel.



3. Alkalmazott médszerek

Rekombinans DNS technikak

Szemikvantitativ, reverz transzkripcié kapcsolt PCR (RT-PCR)
mMRNS-ek 5' és 3'-végének meghatérozasa RACE reakcidval
Western blot analizis

Eleszt6 kettds- és harmas-hibrid

B-galaktozidaz aktivitas kimutatasa

Heteroldg komplementéacios teszt

Delécidos mutansok el6allitasa P elem remobilizacioval

© o N o g bk~ w DR

Neuroblaszt preparalasa és citdlgiai jellemzése
10. Mitotikus gétlast kivaltd szerek alkalmazasa Drosophila etetési tesztben

4. Eredmények

1. Munkénk a 1(2)03424 P elem inszerciés mutans azonositasaval kezdédott,

amely farat adult letalis fenotipust, valamint szem-, szarny-

sortefejlodési rendellenességeket mutatott. Imagokorongjainak akridin

narancs  festésével az apoptotikus  sejtek  szdmanak  jelentds

megemelkedését tapasztaltuk, ezért az inszercid altal érintett gént

lemmingnek neveztik el. Ezt tovabbi, az eredeti alléllel nem

komplementald, hipomorf (Img="™3!" ¢s Img’*?

) és null (Img**®) allélek

azonositasa és jellemzése kovette, melyek kisérletesen jol vizsgalhatd

allélsort alkottak. A kiilonbozd erdsségli allélek kozos tulajdonsaga a

mitotikus génekre jellemzo késoi letalis fenotipus volt. A P elem inszercios

03424 EY11317

allélek (Img és Img
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eredményezte a mutans fenotipusjegyek reverziojat vad tipusiva, ami arra
utalt, hogy ezek az inszerciok kozvetleniil felelosek a mutans fenotipus

kialakulasaért.

Orceinnel festett larvalis neuroblaszt preparatumok citoldgiai vizsgalata
szembetlind mitdtikus rendellenességeket tart fel valamennyi allél
esetében. A mitézisban 1év6 sejtek szama (mitdtikus index) sokkal
magasabb volt, mint a vad tipusban, és ezeknek a sejteknek a tobbsége
prometa- és metafazisban volt. A prometa- és metafazisos sejtek
kromoszomai erésen tilkondenzalodtak, és a ritka anafazisban 1évo sejtek
kromoszémai is rendellenesen viselkedtek. Ugyancsak magas volt a
poliploid sejtek szama, amelyek pedig gyakorlatilag nem figyelhetok meg
vad tipust preparatumokon, és ezek kromoszémai is talkondenzéalodottak
voltak. Osszességében, a Img mutansok felsorolt mitétikus fenotipusjegyei
a sejtosztédas prometa-, vagy metafazisos gatlasara utaltak.

A Img gén klonozésdt a P elem inszercidokkal szomszédos DNS
szekvencidak plazmid-menekitésével végeztiik. Ezt kovetden a plazmid-
menekitési fragmentek szekvencia analizisével, majd pedig a genomikus
és cDNS szekvencidk osszevetésével hataroztuk meg a Img lokusz
felépitését. Ezekbdl kidertilt, hogy a Img gén nem tartalmaz intronokat, és
egy 2 kb méretli mRNS-t kédol, amely két nyitott leolvasasi keretet, vagy
ORF-t (Open Reading Frame) tartalmaz, azaz dicisztronos. Az 5’-végi
ORF1-et ImgA-nak, a 3’-végi ORF2-t pedig ImgB-nek neveztiik el. A ImgA
egy rovid, 85 aminosavbol allo polipeptidet kodol, amely tébb mint 80%-
os szekvencia-azonossagot mutat a human Apcll-el, és tartalmaz egy
tokéletesen konzervalddott RING finger domént, amely valamennyi ismert

Apcll alegységben megtaldlhatd. A ImgA ORF egyediili expresszidja
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6.

képes volt menekiteni a Img™®

null mutansok letalis, morfolégiai és
mitdtikus fenotipuséat. A ImgB ORF egy 365 aminosavbdl all6 feltételezett
fehérjét kodol, amelyben nem ismerhetok fel konzervalt domének. Noha
ez a szekvencia jelentés konzervaltsagot mutat a Drosophilidae
nemzetségen beliil, a LmgB-vel homoldg szekvencidkat nem talaltunk més

rendszertani egységekben.

A Drosophila valamennyi egyedfejlodési stadiumaban vizsgaltuk a Img
lokusz expresszidjat. Kisérleti adataink szerint a dicisztronos mRNS a
lokusz 6 transzkripcios terméke, bar nem zarhaté ki, hogy emellett
monocisztronos MRNS-ek is képzddnek. Ez utdbbiak képzdédése esetén
aranyuk és expresszidos mintazatuk nem térhet el észreveheten a
dicisztronos mRNS-t6l. Ezen tulmenden, nem tudtuk kimutatni a ImgB
ORF hatékony transzlacidjat Drosophila S2 sejtekben olyan koriilmények
kozoétt, amelyekben a ImgA ORF transzkripcidja és a LmgA fehérje
képzddése detektalhato volt.

Az APC/C jol ismert szubsztratjai a mitétikus ciklinek, melyek a
metafazis-anafézis atmenet el6tt, vagy ennek soran bomlanak le, és igy
megteremtodik a feltétel a mitdzisbdl vald kilépésre. A létfontossagu
APC/C alegységek funkcidjanak kiesése egyiitt jar a mit6tikus ciklinek
stabilizaciéjaval és sejten beliili felhalmozodasaval. Neuroblaszt
prepardtumok immunhisztokémiai festésével kimutattuk, hogy a Img
mutansok mitozishan megrekedt sejtjeiben ugyancsak felhalmozodik mind
a Ciklin A, mind pedig a Ciklin B. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a

Lmg fehérjének szerepe van a mit6tikus ciklinek lebontésaban.

A human Apcll alegységgel mutatott jelentds szekvencia-hasonlGsag,
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valamint az emlitett fenotipusjegyek alapjan valésziniisithetd, hogy a ImgA
ORF ennek az alegységnek egy evollciésan konzervalt Drosophila
valtozatat kodolja. Ezt igazolta a heterolog komplementacios kisérletiink,
amelyben a ImgA ORF képes volt menekiteni a sarjadzé élesztd
(Saccharomyces cerevisiae) Apcll mutans sejtjeinek héérzékeny letalis
fenotipusdt. A LmgA fehérje tehat funkciondlis ortolégja az Apcll
alegységnek.

Eleszté és human APC/C vizsgalatokbol ismert, hogy az Apcll alegység
az Apc2 alegységhez kapcsolédik, és egyiitt alkotjak a teljes komplex
katalitikus alkomplexét. Az eddigi irodalmi adatok azt sugalltdk, hogy az
E2 ubikvitin-konjugalé enzimek vagy az Apc2, vagy pedig az Apcll
alegységhez kapcsolodtak. Eleszt6 kettés-hibrid kisérletekben kimutattuk a
Drosophila LmgA/Apcll alegység kapcsolddasat az  Apc2/Mr
alegységhez. Azonban meglepetésiinkre, hasonld kisérletekkel nem
sikerilt kimutatnunk a Vihar E2 enzim kd&lcsonhatdsat sem az
Apcll/LmgA, sem pedig a Apc2/Mr alegységgel. Kdélcsonhatast csak
olyan koriilmények kozott tudtunk kimutatni, ha mindharom fehérje jelen
volt a sejtekben. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a Vihar E2 enzim
kapcsolddasahoz a Apcll/LmgA és az Apc2/Mr alegységek egyiittesen

alakitanak ki feliiletet, tehat egy haromkomponensii komplex képzodik.

Ugyancsak az Apcll/LmgA és az Apc2/Mr alegységek egyittesen
kialakitott feluletéhez kapcsolédik a CG8188 gén terméke is, amely tdbb
mint 60%-0s azonossdgot mutat a human Ube2S ubikvitin-konjugéld
enzimmel, igy elképzelhetd, hogy a két E2 enzim ugyanazon kotéhelyért
versenyez. Humaén sejtekben kimutattak, hogy K11-kapcsolt poliubikvitin

lancok kialakitasdhoz két E2 enzim is sziikséges. Az UbcH10 vagy az
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UbcH5 végzi a lanc inicialasat, az Ube2S pedig a lanc hosszabbitasat.
Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a Dmube2S gén hipomorf és
null alléljei is életképesek és nem mutatnak mitdtikus fenotipust. Kisérleti
eredményeink tehat arra utalnak, hogy Drosophildban normaél
korilmények kozott elhanyagolhato, vagy nincs szitkség a DmUbe2S E2
aktivitdsdra. Noha a DmUbe2S mutdnsok nem mutattak mit6tikus
rendellenségeket, azonban mitétikus gatlast okozod szerekkel torténd
kezelésre fokozott érzékenységgel reagaltak. Ez a fenotipus menekithetd
volt, ha Mad2 hianyaban inaktivaltuk az ors6-6sszeszerelési ellendrzési
pontot. Ezek a fenotipusjegyek j6 egyezést mutatnak a human sejtekben
kapott eredményekkel, ahol feltételezik, hogy az Ube2S — E2 ubikvitin-
konjugald aktivitdsa mellett — részt vesz orso-osszeszerelési ellendrzési

pont inaktivalasaban is.



5. Osszefoglalas

1. Alemming lokusz egy dicisztronos gént tartalmaz Drosophilaban.

2. Ennek els6 ORF-je, a ImgA kodolja az APC/C ubikvitin ligaiz Apcll
alegységet.

3. A ImgA genetikai interakcidja az apc2/mr, vihar és DmUbe2S génekkel,
valamint termékeik — Apc11-Apc2-Vihar/Dmube2S - fizikai kdlcsénhatésa
arra utal, hogy az altaluk alkotott haromkomponensi komplex ugyanazt a
katalitikus moduljat reprezentalja a Drosophila APC/C-nek, amit az éleszté
és emlds sejtekben azonositottak biokémiai mddszerekkel.

4. Munkank soran azonositottuk a human Ube2S ubikvitin-konjugalé enzim
Drosophila ortoldgjat kédold gént.

5. Kimutattuk, hogy a DmUbe2S APC/C-fliggé E2 aktivitasa elhanyagolhato
ebben az organizmusban, azonban funkcidja nélkiilozhetetlen az orso-

Osszeszerelési ellendrzési mechanizmus mikodéséhez.
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