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Osszefoglalé

A szabalyozott intracellularis proteolizis a sejt szamara aktuadlisan szlikségtelen
vagy karos fehérjék eltavolitasat végzi. A proteolizis irreverzibilis valtozasokat
hoz létre a sejtben, ami a folyamat szigoru szabdalyozottsagat teszi szlikségessé.
Két fliggetlen folyamat biztositja a proteolizis szigoru szelektivitdsat. Az ubikvi-
tinacidos enzim kaszkad feladata a bontasra szant fehérjékben taldlhatd ,deg-
radacids szignalok” felismerése és egy specifikus posztszintetikus modositassal,
a poliubikvitinaciéval a fehérjék bontasra torténd kijelolése. A 26S proteaszoma,
az intracellularis fehérje bontast végzo multiprotein enzim komplexum felismer-
ni képes a poliubikvitin lancot, mint bontdsi szignalt, megkdoti és egy tébblépcsds
folyamat végeredményeként lebontja a kijel6lt fehérjét. A 26S proteaszoma
elsd, és talan legfontosabb feladata a poliubikvitin l1anc felismerése és meg-
kotése, igy rendelkeznie kell egy olyan alegységgel, amely poliubikvitin recep-
torként funkciondl. Ennek az alegységnek az azonositasa egy sok éves, kalandos
torténet. Kezdeti gyors sikernek szamitott, hogy in vitro kotési teszttel
magasabbrendl eukariotakban, majd élesztében is azonositottak egy al-
egységet, amely kielégitette egy poliubikvitin receptorral szemben felallitott
kritériumokat. Problémat jelentett azonban, hogy az élesztdé ortoldg delécidja
nem eredményezett letalitdst és a poliubikvitinalt fehérjék in vivo felhal-
mozddasat — amit a poliubikvitin receptor delécidjatol elvartak. Ezek alapjan

rogton elvetették még azokat a pozitiv eredményeket is, melyeket mas eukarié-
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ta ortoldgok tanulmanyozasaval nyertek és a tovabbiakban 6 év kemény munka-
ja kellett annak bizonyitdsara, hogy a korabban azonositott 26S proteaszoma
alegység valamennyi eukariétaban poliubikvitin receptorként funkcional. Dro-
sophila melanogasterben végzett in vivo és in vitro munkaink ehhez a bizonyitasi

folyamathoz szolgaltattak (j eredményeket.

Poliubikvitinalt fehérjék szabalyozott lebontasa

A sejtek homeosztazisat tobb kiilénb6z6, de egymassal kélcsdnhatd szabalyozé
rendszer biztositja. A legrégebben, és talan legrészletesebben tanulmanyozott
rendszer a gén-expresszid transzkripcionalis szintli szabalyozasa volt. A fehérjék
intracellularis iranyitott lebontdsanak felismerése a mult szdzad utolsd év-
tizedében nagymértékben tagitotta, és Ujabb szintre, a fehérjék szintjére
terjesztette ki ismereteinket a homeosztazis fenntartasaért, és flexibilitasanak
biztositasaért felelds szabalyozasi rendszerek soraban. A proteolitikus szaba-
lyozas jelent6ségét, a bioldgiai rendszerekben megismert szamos reverzibilis
regulaciés mechanizmussal ellentétesen, irreverzibilis volta hatarozza meg. A
fehérje lebontasat kovetden a folyamatok iranya egyértelm(ien, visszafordit-
hatatlanul meghatarozotta valik. Szdmos példa bizonyitja ennek jelentoségét a
sejtciklus szabadlyozdsaban. A fehérjék lebontasat kisér6 valtozasok irreverzibi-
litdsa természetesen azt igényli, hogy a bontasi folyamat rendkivil szigortdan
szabalyozott legyen, kizardlag csak azokat a fehérjéket érintse, melyek
eltavolitasa a sejt pillanatnyi homeosztazisa szempontjabdl elengedhetetlen. E
szigoru specificitasi feltétel biztositasa érdekében a bontando fehérje kivalasz-
tasat, illetve magat a proteolizis folyamatat két kilonboz6, fliggetlen rendszer
végzi. Az ubikvitinaciés enzim kaszkad feladata a bontdsra szant fehérjékben
talalhaté ,,degradacids szignalok” felismerése, és ezen fehérjék bontasra térténd
kijelolése egy specifikus posztszintetikus modositassal. E modositas soran a
bontandd fehérje egy lizin aminosav oldalcsoportjdhoz az enzim kaszkad poliu-
bikvitin lancot szintetizal, amely felismerési jelként szolgal a fehérje bontast
végz6 specialis proteolitikus komplex, a csaknem 50 alegységbdl feléptlé 2,4

MDa nagysagu 26S proteaszéma szamara. A szabalyozott intracellularis prote-
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olizis specificitdsat tehat a 26S proteaszoma azon képessége biztositja, hogy
szelektiven csak a poliubikvitinalt fehérjéket bontja, tehat egyik - talan legfon-
tosabb - szerepe a poliubikvitinalt fehérjék felismerése, megkdtése és proteoli-

tikus processzalasa.

A 26S proteaszoma poliubikvitin receptoranak azonositasa

Az 1990-es évek elején nagyon éles verseny alakult ki tébb vezetd amerikai és
eurdpai laboratorium kodzott a 26S proteaszoma szerkezetének, és poliubikvi-
tindlt fehérje-felismerd mechanizmusanak megismerése terén. Harom pub-
likdcidnkkal kapcsolédtunk be ennek a kérdésnek a megkdzelitésébe. Sikerilt
homogenitasig tisztitani a 26S proteaszomat ecetmuslicabol (Drosophila mela-
nogaster), meghatarozni pontos alegységdsszetételét, igazolni poliubikvitinalt
fehérje-bontd képességét és kimutatni két alkomplexumanak ATP-fliggl in vitro
Osszeszereldodését [1]. Ezt kovetden klonoztuk és molekularisan jellemeztik
egyik alegységét [2], melyrdl kés6bb bizonyitottuk, hogy a 26S proteaszéma
poliubikvitin receptora, a komplexumnak azon alegysége, mely szelektiven
képes felismerni és megkotni a poliubikvitinalt fehérjéket, és e kotés affinitasa
a poliubikvitin lancot alkoté ubikvitin egységek szamaval aranyosan né [3].
Delécids térképezéssel behataroltuk az alegység azon szakaszait is, melyek a

poliubiquitin lanc felismerésében és kotésében részt vesznek.

A 26S proteaszoma poliubikvitin receptor alegységét in vitro kotési teszttel tobb
eukaridéta fajban azonositottak (S5a/Rpn10/p54 a human/élesztd/Drosophila
ortologok). Ezek az alegységek magas foku szekvencia homoldgiat mutattak [4],
ennek ellenére fizioldgias szerepliket kérdésessé tette az a megfigyelés, hogy
éleszt6ben az Rpn10-t kddold gén deletalasa nem letalis és nem eredményezi a
poliubikvitinalt fehérjék felhalmozddasat [5]. A megfigyelésbdl a Harvard Egye-
tem kutatéi arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy vagy a poliubikvitin lanc
kotésének kimutatdsara alkalmazott in vitro kotési tesztek aspecifikus kotést
detektaltak, vagy pedig léteznek mas, nagyobb affinitasi poliubikvitin re-

ceptorok, melyek in vivo képesek komplementalni ennek a fehérjének a funk-
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cidjat. Az extraproteaszomalis ubiquitin receptorok felfedezése feloldani latszott
ezt a problémat. Ezek a fehérjék (Rad23, Dsk2 és Ddil) hordoznak egy UBA
domént, mely a poliubikvitin lanc szelektiv felismeréséért és megkotéséért
felelds, valamint egy UBL domént, mely a 26S proteaszOmahoz koétédve
lehet6vé teszi a szallitott poliubikvitinalt fehérje proteaszémalis betaplalasat és
lebontasat. Rad23A és Dsk2A delécids éleszt6 mutansokban a poliubikvitinalt
fehérjék  nagyfoku  felszaporodasat észlelték [6], melyet annak
megerdsitéseként tekintettek, hogy nem az Rpn1l0 alegység, hanem ezek az
extraproteaszomalis fehérjék mikodnek poliubikvitin receptorként. A Harvard
Egyetem egy laboratéoriumabdl kozolt eredmény évekre felfliggesztette a 26S
proteaszOma ezen alegységének funkcionalis vizsgalatat. Ha lassan is, de
gyliltek az adatok, melyek a Harvard kutatdinak tekintélyét lebontva, kizardlag
a tudomanyos tények alapjan lehetévé tette a proteaszoéma ubiquitin receptor
alegységének azonositasat és miikodésének tisztazasat: a Rad23A élesztd
mutans sejtekhez viszonyitva a Rad23ARpn10A kett6s mutans éleszté sokkal
sulyosabb pleiotrop fenotipusa azt sugallta, hogy az Rpn10 fehérje részt vesz a
Rad23 altal prezentalt poliubikvitinalt fehérjék proteaszémalis processzalasaban
[7]. Végul az éleszt6 26S proteaszdma proteolitikus funkcidjanak tisztitott
komponensekbdl torténd brilians in vitro rekonstrukcidjaval Verma és mtsai
egyértelmlen bizonyitottdk, hogy az Rpnl10 alegység valdéban poliubikvitin

receptorként miikodik élesztoben [8].

Poliubikvitin receptor funkciot alatamaszté Drosophila genetikai bi-
zonyitékok

Az éleszt6 Rpnl0 deléciés mutans fenotipusanak hibds értelmezése azért
meglepd, mert az Rpn10 és magasabb eukaridéta ortoldgjainak szekvencidja
korabban mar ismert volt. A szekvencia adatokbdl nyilvanvalé volt, hogy bar az
Rpnl10 magas foku szekvencia homoldgiat mutat a magasabb eukariéta or-
toldogokkal, az alegység azonban l|ényegesen rovidebb, a C-terminalisarol
hidnyzik egy jelent6sen hosszl, magasabbrend(i eukariétdkban nagymértékben

konzervalddott szakasz.
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Ezeknek a szekvencia adatoknak ismeretében tovabbi vizsgalatainkban
feltételeztliik, hogy az élesztd deléciés mutans nem nyujthat teljes informaciot
sophila p54 alegység valéban a 26S proteaszdma poliubikvitin receptora, kon-

strualtunk egy p54A deléciés mutanst (1. abra).

wt  ApS4

1. abra. A 26S proteaszoma regulator komplexum p54 alegységének detektalasa vad
tipusu és p54A deléciés Drosophila torzsekben. Vad tipusd (wt) ill. p54A Drosophila
1arvakbdl készitett teljes fehérje kivonatot 8%-0s SDS-PAGE-en szeparaltuk, majd 4 kilénb6zé
regulator komplex specifikus monoklonalis ellenanyaggal immunoblotos technikaval vizsgaltuk.

Varakozasunknak megfelel6en a deléciés mutans azt a fenotipust mutatta, amit
egy esszencialis poliubikvitin receptor delécids mutanstdl elvarhatunk: a delécid
mitétikus hibakat, fejlédési rendellenességeket és korai bab letalitast, valamint
a poliubikvitinalt fehérjék nagyfoku felszaporodasat eredményezte [9]. Vizs-
galataink, Verma és mtsai egy évvel késobb élesztében végzett in vitro kisér-
leteivel egyitt nyugvd pontra juttattak a 26S proteaszéma poliubikvitin receptor
azonositasanak kalandos utjat. A tudomany legnagyobb ereje, hogy a tekintély

erejével szemben is dnkorrekciora képes.
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A delécio varatlan és érdekes kovetkezménye volt a csaknem 50 proteaszémalis
alegység koordinalt, extrém foku tultermel6dése (2. abra).

—

—

anti-Regqulator Komplex

= =
= 3

e~
wt Ap54

1

” anti-glikogén foszforilaz

(loading)

2. abra. A 26S proteaszéma nagyfoku tultermelddést mutat p54A delécios Drosophila
torzsben. Egyetlen 20 dras vad tipusu (wt), illetve p54A deléciés bab teljes fehérje extrak-
tumaban a 26S proteaszoma katalitikus és regulator komplexum alegységeinek immunoblotos
detektalasa. Also panel: glikogén foszforilaz (bemérési kontroll).

A taltermel6dott alegységek Osszeszerelddtek egy defektiv 26S proteaszéma
partikulumma, amelybdl csak a p54 alegység hianyzott. A tultermelddés
koordindltsagat az bizonyitotta, hogy szabad proteaszomalis alegységet a
deléciés mutansban kimutatni nem lehetett, valamennyi alegység fehérje 26S
proteaszéma partikulumma 6sszeszerelt dllapotban volt jelen a deléciés mutans-
ban. Ez a koordinaltsag azért is érdekes, mert az alegységeket kdédold gének a
Drosophila genom legkilénb6z0bb pontjain helyezkednek el. A jelenség pontos

mechanizmusa mindmaig ismeretlen.
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3. abra. A Dsk2 csak a p54 jelenlétében koétodik a proteaszomahoz. A) Gélszlirési-
kromatografiaval (Superdex 200) igazoltuk, hogy a vad tipusu (WT) babokban a Dsk2 egy része
a proteaszomahoz kétédik (fr. 20-24), mig a tébbi extraproteaszéomalisan halmozddik fel (fr.
34-36). B) Ap54-es allatokban a Dsk2 csak nyomokban mutathato ki a proteaszoméaban. C) A
transzgénikus p54, amely beépil a Ap54-es proteaszomaba a Dsk2 ujbdli proteaszémalis
kotédésétét hozza létre. IB - immunoblot a kévetkezé ellenanyagokkal: anti-Dsk2, anti-p54,

anti-p48A, anti-p42A és anti-p39A (a 19S regulator komplexum alegységei), anti-CPa7 (a 20S
katalitikus mag alfa alegysége).

A p54 alegység esszencidlis poliubikvitin receptor funkcidjanak igazoldsa utan
részletesen vizsgaltuk az extraproteaszémalis ubiquitin receptorok kdlcsénhata-
sait a 26S proteaszémaval, ezen belll is a p54 alegységgel, és ezeknek a
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kdlcsonhatasoknak szabalyozasat. Ha ecetmuslicdban RNAi technikaval a Dsk2
poliubikvitin receptor szintjét csOkkentettik vagy transzgénikus allatokban
tultermeléssel néveltik a poliubiquitinalt fehérjék felhalmozddasat figyeltiik meg
és az allatok babstadiumban elpusztultak, ami a Dsk2 esszencialis szerepét
bizonyitja [10]. Tehat szemben az éleszt6 sejtekkel, magasabb eukaridtakban a
poliubiquitin receptorok nem képesek komplementalni egymas funkcioit, vala-
mennyi poliubikvitin receptor specifikus szubsztrat garnituraval rendelkezik,
melyek proteaszémalis processzalasaért kizardlagosan feleldsek. In vitro fehér-
je-fehérje kdlcsonhatasi kisérletekben kimutattuk, hogy a proteaszomalis p54
alegység fizikai kolcsénhatasba 1ép a Dsk2 UBL doménjével, amit késbbb
transzgénikus allatokkal végzett kisérletekkel in vivo is igazoltunk. A varakozas-
nak megfeleléen a Dsk2 és a 26S proteaszOma kolcsonhatasa p54A delécids
mutans torzsben nem mutathatd ki. Ha a p54A hattéren transzgénikus p54-et
termeltettiink, a transzgénikus fehérje beéplilt a proteaszomaba, és ezzel egyiitt
az endogén Dsk2 ismét képes volt kolcsonhatast kialakitani a 26S pro-
teaszomaval (3. abra) [10]. Ennek ismeretében kijelenthetjlik, hogy a Drosophi-
la Dsk2 a p54-en alegységen keresztll kapcsolédik a proteaszomahoz, a p54
alegységen keresztll tudja az altala szallitott poliubikvitinalt fehérjét a pro-
teaszémanak proteolitikus lebontasra atadni. Ez a mechanizmus szdges ellentét-
ben all az élesztében megfigyeltekkel, ahol a Dsk2 és az Rpn10 versengenek egy

k6z0s proteaszomalis kotbhelyért [11].

A poliubikvitin receptor szabalyozasa

Az éleszt6 és a magasabb eukaridta sejtek poliubikvitinalt fehérjeprocesszalasi
mechanizmusaban kimutatott alapvetd kilénbségek tovabbi vizsgalatanal abbdl
a megfigyelésbdl indultunk ki, hogy proteaszémalis poliubikvitin receptorjaik
(p54 ortolégok) kodzott a Iényeges kilonbség e fehérjék C-terminalis részében
van. Ezért célszer(inek latszott megvizsgalni a p54 alegység C-terminalis felének
kélcsonhatdsait az extraproteaszomalis poliubikvitin receptorokkal, valamint e

k6élcsdnhatasok szabalyozasi mechanizmusait.
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A p54 fehérje N-terminalis felében Iévé VWA domén felel6s az alegységnek a
26S proteaszomahoz torténd kapcsolodasaért, ezért olyan transzgénikus Dro-
sophila torzset konstrudltunk, amelyben a p54 C-Terminadlis Felét (CTF) lehet
tultermeltetni.

A Frakcio szam
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
p54 — .
pd2h —- —
pRATE | ——_———— s o —
WT
Cpo? = B Tt
p54—-b-
PABA — e
p42A — -
= - - -
p39A - -~ CTE
CTF— Erm—
Cpu?— - . e ~
265 proteaszoma frakciok Monomer fehérje frakciok
B L L

108 6ras|”
120 oras| |

96 oras
108 oras|”
1120 dras
84 6rs

96 oras

B4 ors

polyUb-
fehérjék

N

Glikogén=
foszforilaz

1N
0

n

']

{loading)

4. abra. A transzgénikusan tultermeltetett p54-CTF fehérje nem koétodik a pro-
teaszomahoz és a poliubikvitinalt fehérjék nagyfoku felhalmozédasat idézi elé. A) Vad
tipusu (WT) és CTF transzgénikus larvak teljes fehérje extraktumat Superose 6 FPLC oszlopon
frakcionaltuk. A 26S proteaszoma alegységeit immunoblotos technikaval detektaltuk. B) Poliu-
bikvitilalt fehérjék felhalmozédasat a CTF transzgénikus larvakban anti-ubikvitin ellenanyaggal

detektaltuk.

Varakozasunknak megfeleléen ez a fehérje nem kapcsolédott a 26S pro-
teaszémahoz, extraproteaszoémalisan halmozodott fel, a poliubikvitinalt fehérjék
nagyfoku felszaporodasat eredményezte, és az allatok larvastadium végi pusz-
tuldsat okozta (4. abra). Affinitas-kromatografiaval tisztitott transz-génikus CTF
tomegspektrometriai elemzése kimutatta, hogy a CTF in vivo ubikvitilalédik,
amit in vitro is sikerilt reprodukalnunk [12]. A CTF-ben taldlhatdé egy, a
magasabbrend( eukaridtakban konzervalddott, termindlisan elhelyezked6 lizin

csoport (5. abra). Ha ezeket a lizineket eltavolitottuk és az igy csonkolt fehérje
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expresszidjara készitettiink transzgénikus Drosophilat (CTF-AK), a transz-
génikus fehérjében ubikvitilaciét nem lehetett kimutatni, tehat az ubikvitilacio a

terminalis lizin oldalcsoportokon alakul ki.

A In vivo ubikvitilacio B In vitro ubikvitilacio
Strep-CTH tal- Strep-CTH-4K tal- o
termeld tirzs termeld torzs E . g :?_i
o W a5 E=5= £ w
\@ .0 . \\}fb (}_\b tﬁE’D 50 = 5=
& & W ¢ £ E3°
c g5
- —{Wultinbikvitingl ETE-Ub
.. —|Strep-p5d-CTH -— -Ub,
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5. abra. Transzgénikus CTF in vivo multiubikvitinalt, in vitro multiubikvitinalhaté. A)
Strep-oszlopon tisztitott p54-CTH fehérjén a mddositas a C-terminalis lizin oldalcsoportokon
alakul ki, ami a CTF-AK fehérjén nem alakul ki. B) Rekombinans p54-CTF-et Drosophila embrid
extraktumban inkubalva a CTF posztszintetikus moédositasa in vitro is kialakul. C) A multiubikvi-
tinacio a p54 terminalis, magasabbrend(i eukariétakban konzervalddott lizin oldalcsoportjain

alakul ki.

Bizonyitottuk, hogy a p54 C-terminalis lizinjein multiubikvitilacié (tébb lizin
oldalcsoport egyidejd monoubiquitinacioja) torténik, és ez a modositas - szem-
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ben a poliubikvitinacioval - nem degradacios jel, az ubiquitilalt CTF féléletideje
ugyanis tébb mit 2 nap. Fehérje-fehérje kbélcsénhatasi kisérleteink azt igazoltak,
hogy az ubikvitildlt CTF nem képes kapcsolddni a Dsk2 UBL doménjéhez, a
modositas gatolja a két fehérje kozti interakciot, tehat ez a posztszintetikus
maodositas regulaciés szerepl (6. abra). A moddositds nemcsak a p54 fehérje
CTF-ben alakul ki, teljes hosszusagu p54-et termel6 transzgénikus térzsekben
hasonldéan kimutathatd, s itt is a terminalis lizinek multiubikvitilacidja kovetkezik
be, viszont a moéddositott formak soha nem épiilnek be a proteaszémaban,

kizardlag extraproteaszémalisan halmozddnak fel (7. abra).

kDa 1 2 3 4 5 6 7
B

70-
60-

Ubikvitilalt CTF .
50- es szarmazekai o p54
40-
30- Strep-CTF—

GST-Rad23-NTF — e —
GST-Dsk2-NTF —» —— Coomassie
GST— -

6. abra. A CTF multiubikvitilalasa felfiiggeszti a Rad23 és Dsk2 extraproteaszo-malis
poliubikvitin receptorok CTF-lel torténé kolcsénhatasat. Tisztitott Strep-CTF és multiu-
bikvitinalt szarmazékait affinitds oszlopokhoz kotétt GST-Rad23, illetve GST-Dsk2 fehérjékkel
(azok N-termindlis felével (NTF)) inkubaltuk. Az affinitds oszlophoz két6d6 CTF szarmazékokat
eludltuk és immunoblot technikaval azonositottuk. Csak a mddositatlan CTF kétédott a Rad23,
illetve Dsk2 fehérjékhez.

Ez a megfigyelés is a multiubikvitilacié szabalyoz6 szerepét bizonyitja. Ezeknek
a csak magasabb eukariétdkban megtalalhatd terminalis, konzervalodott lizin
oldalcsoportoknak fontos vitalis szereplik van. Vizsgalataink szerint a Drosophila
p54A delécids torzs letalis fenotipusat tokéletesen menekiteni lehet, ha transz-

génikus p54 fehérjét fejeztetlink ki a mutans hattéren.

A transzgénikus p54 fehérje beépll a 26S proteaszomaba és komplementalja a
poliubikvitindlt fehérjék felhalmozddasat és a letdlis fenotipust. Olyan transz-
génikus p54 fehérje, amelybdl a terminalisan elhelyezkedd, konzervalodott lizin

BIOKEMIA
XLI. évfolyam 2. szam 2017. junius

74



I VISSZATEKINTES AZ ELMULT 50 EV KIEMELKEDO CIKKEIRE

oldalcsoportokat tartalmazé utolsé 14 aminosavat eltavolitottuk, beépil ugyan
a 26S proteaszémaba, kdlcsonhatasba Iép a Dsk2-vel, de nem képes teljesen

komplementalni az endogén p54 funkcidjat [13].

Superdex-200 frakciok
(Flag-p54; Ap54-da-Gal4)

kDa Input18 20 (22) 24 26 28 30(32)34 36 38 4C IB:
130-
100-
a-p54
70-
Flag-p54 —»
55-
p48A/Rpt3 —»
40 p42A/Rpn7 —» i,
3 o-p
p39A/Rpn9 —» a-p42A
35- -p39A
o-CPa7
25-
CPa7/Prosa7 —»

Proteaszoma frakciok Monomer feherjek

P TRd V4

modositott formai nem épiilnek be a 26S proteaszomaba. p54A delécios mutansban
transzgénikus p54 fehérjét (Flag-p54) termeltettiink, a teljes larvalis fehérje extraktumot
Superdex 200 FPLC oszlopon frakcionaltuk és a proteaszomaba beéplilt, illetve extrapro-
teaszomalis p54 fehérjéket immunoblotos technikaval azonositottuk.

Emiatt az allatok elpusztulnak. Laboratériumunkban jelenleg a terminalis lizin

oldalcsoportok ezen esszencidlis funkciéjanak molekularis elemzése folyik.
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