A FEHERJELEBONTAS SZEREPENEK TANULMANYOZASA A KROMOSZOMA
SZEGREGACIO ES A MITOZIS SZABALYOZASABAN
Szakmai beszamolé

A kutatasi téma tudomanyos héattere és elméleti indoklasa

A sejtosztodasok folyaman az ©6rokitd anyag preciz duplikalodasa és
utddsejtekbe valdé szegregalédasa biztositia a genom stabilitasat (1). Ezeket a
folyamatokat az ubiquitin-fliggé protein degradacios rendszer szabalyozza, aminek
kozponti eleme az "anaphase promoting complex"-nek vagy APC-nek nevezett nagy,
ubiquitin-protein ligaz komplex (2,3). Mas enzimekkel egyitt az APC katalizalja poli-
ubiquitin lancok kialakulasat mitétikus szabalyoz6é fehérjéken. Az igy megjel6lt
fehérjéket felismeri és lebontja a 26S proteoszOma. Az APC egy evollciosan
konzervalddott komplex, aminek strukturalis és funkciondlis homoldégjait kimutattak
az éleszt6ktél, a magasabbrend( eukariotakon at, egészen az emberig (4).

Noha ismerjuk az APC egyik f6 funkcidjat, és szabalyozdsanak néhany
elemét is, azonban szadmos fontos kérdés még megvalaszolatlan a felépitésével,
funkcidjaval és szabalyozasaval kapcsolatosan. Nem értjik még, hogy miért all az
APC olyan sok alegységbdl, és nem ismerjuk az egyes alegységek szerepét sem.
Nem tudjuk, hogy mi a szerepe az APC-nek a poli-ubiquitin lancok kialakitdsaban,
van-e valddi enzimaktivitasa, vagy csupan dokkol6 allomaskeént szolgal a szubsztrat
fehérjék és az ubiquitindlé enzimek szamara. Tisztazni kell még az APC
szabalyozasanak és szubsztrat-specificitdsanak molekularis részleteit is.

Munkank célja az volt, hogy azonositsuk az APC alegységeit kddold géneket,
valamint azok mutans alléljait egy genetikailag jol kezelhet6 kisérleti rendszerben, a
Drosophila melanogasterben.

A kutatasi téma munkaterve

1. A Drosophila APC alegységeit kodolo gének azonositasa, cDNS-eik klonozasa és
expresszalasa.

2. APC alegységekben mutans vonalak izolalasa P elemre épilé mddszerekkel, és
ezek jellemzése.

3. Az egyes APC alegységekkel kdlcsonhatasban Iévé gének azonositasa élesztd
kett6shibrid és genetikai interakcios kisérletekben.

4. Protein degradacio kovetésére alkalmas kisérleti rendszer kifejlesztése.

5. A vad tipusu és mutans APC alegységek biokémiai analizise.

A kutatasi téma résztvevoi

Dr Deak Péter — témavezet6, részt vett a kisérleti munkaban, és a palyazattal
kapcsolatos minden jellegli tevékenységben. Iranyitotta a szakdolgoz6 hallgatdk
munkajat.

Dr Udvardy Andor — résztvevd, részt vett az in vitro ubiquitinaciés assay-vel
kapcsolatos munkaban és a kisérleti adatok értékelésében.

Dr Boros Imre — résztvevd, részt vett az éleszt6 kettéshibrid rendszer felallitasaban,
és a kisérleti adatok kiértékeléseben.



P&l Margit — technikus, részt vett a munkatervben szerepldé valamennyi kisérlet
elékészitesében és megvaldsitasaban, valamint a szakdolgozé hallgatok
laboratoriumi betanitadsaban.

Nagy Olga — egyetemi hallgatd, aki 2004-2005 kozott szakdolgozoként az Apc?
alegységre specifikus transzgénikus RNS interferencia vonalakat izolalt és
jellemzett. 2005 szeptemberetél mint PhD hallgato folytatta munkajat.

Ménesi Dalma — egyetemi hallgatd, aki 2004-2005 kozott szakdolgozoként az
Apc6/Cdcl6 alegységre specifikus transzgénikus RNS interferencia vonalakat izolalt
és jellemzett.

A kutatasi téma megvalésitasa és eredményei

1. A Drosophila APC alegységeit kddolé gének azonositdsa, cDNS-eik klbnozésa és
expresszalasa.

Az APC alegységek azonositasaban kihasznaltuk a Drosophila genom-
szekvencia adatbazis nyujtotta lehetéségeket. Az élesztd, valamint human APC
alegységek szekvenciainak felhasznalasaval, az amerikai Drosophila genom projekt
(BDGP) altal rendelkezésre bocsajtott WU-BLAST adatbazis-keresd algoritmus
TBLASTN programjat hasznaltuk (12 és 13). Ez a program amindsav szekvenciat
hasonlit 6ssze minden olvasési keretben folyamatosan &tforditott nukleotid
szekvenciahoz, majd pedig statisztikailag szignifikhns hasonlosagot keres a
szekvenciak kozott.

A genomikus és az EST (expressed sequence tags) adatbazis szlrése utan a
sikerilt azonositani 10 Drosophila gént, és az ezeknek megfelelé cDNS klonokat (1.
tablazat), amelyek nagymértékii homologiat mutattak az élesztd és human
szekvenciakkal. Az azonositott gének kdzll nyolc eddig még nem tanulmanyozott, 0]
génnek bizonyult. Az APC2 és APC5 homoldgokat kdédolo genekrél kidertlt, hogy
azonosak a mar korabban genetikailag analizalt morula (mr) és imaginal discs
arrested (ida) I6kuszokkal.

APC, Drosqphila Citogepeft,ikai cDNS klén 1. téblé;at ] APQ alegység,elge_t kédolo
alegység gén pozicié Drosophila gének és cDNS kl6njaik
APC1 CG9198 13D1-2 LD37115
APC2 morula 60A14 LD24965
APC3 CG8610 65E9-11 LD12661
APC4 CG32707 8C12 LD06225
APC5 ida 63F6 LP08426
APC6 CG6759 94E9 EP18439
APC7 CG14444 6C1 LD05103
APCS8 CG2508 38C10 LD08958
APC10 CG11419 54B5 CK02399
APC11 CG18042 29D1-4 GH20177

A cDNS klénok citogenetikai lokalizacigjat in situ hibridizacidval is elvégeztik
nyalmirigy oriaskromoszomakhoz. Ezekkel a citologiai adatokkal pontositani lehetett
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a genom annoticiés adatokbdl megbecsilt citolégiai poziciokat, és igy
hozz4jarultunk a fizikai és citoldgiai térkép korrelacidjanak pontositasahoz.

In silico génazonositasi eredményeink azt mutatjak, hogy a Drosophila APC
alegység-0sszetétele egyedi, amely kis mértékben eltér mind az élesztd, mind pedig
a gerincesekre jellemzé APC-t6l. Egyrészt, a gerincesekhez hasonléan
Drosophildban is megtalalhaté az APC7 alegység, viszont nem lehetett kimutatni az
APC9 és APC12 alegységeket, amiket eddig csak az egysejtl élesztékben sikerult
azonositani. Ugy tlinik, hogy a Drosophila APC egyedi jellemzéje a Cdc26 alegység
hianya, ami pedig megtalalhaté mind élesztékben, mind pedig gerincesekben is.

Valamennyi alegységnek megfelel6 cDNS szekvenciakat pET-28 expresszids
vektorba klonoztuk, amelyek alkalmasak N-terminalisan His-taggel ellatott
polipeptidek expresszidjara.

2. APC alegységekben mutans vonalak izolalasa P elemre épllé modszerekkel, és
ezek jellemzése.

Mutansok izolalasara harom igen hatékony kisérleti modszert alkalmaztunk,
amelyek mindegyike a P elemek nyujtotta lehetdségeket hasznélja ki. EIsé
megkozelitésként az Aaltalunk és masok altal izolalt P elem inszerciés
mutansgyliteményeket szlrtik meg (10). Olyan alegységek esetében, amelyek
génjeiben nem talaltunk P elem inszerciét, transzgénikus RNS interferencia és/vagy
homolég rekombinéaciés technikakat alkalmaztunk.

A transzgénikus RNS interferencia modszer lényege, hogy génspecifikus
dupla szald RNS (dsRNS) molekuldk képzddését indukaljuk az egyed sejtjeiben,
amelyek az érintett gén expressziojat gatoljak (9). Ehhez két transzgénikus vonalra
van szikség minden kisérletben, amelyek keresztezésével indukalhaté az RNS

Actin5C GAL4
— — A

1. 4bra A transzgénikus RNS interferencia kisérletek vazlata. Az aktin 5C promoter biztositja az
éleszté GAL4 transzkripcids faktor (A) egyenletes termelédését a transzgénikus egyedek minden
sejtiében. A GAL4 faktor UAS szekvencidkhoz koétédve indukalja a vizsgélt génnek megfeleld
szekvencia expresszibdjat (B). A vizsgalt génnek megfelelé szekvencia két képidban, egymashoz
viszonyitva invertalt orientacidban van beklénozva, igy ezek komplementaritasa miatt dsRNS
képzodik.



interferencia jelensége (1. dbra). Az egyik vonal hordozza a vizsgalt génre specifikus
dsRNS képzddeését biztositd konstrukciot (1. abra, B), a masik pedig rendelkezik a
dsRNS keépz6dését indukalé konstrukcioval (1. abra, A). A transzgénikus RNS
interferencia vonalak nem valodi mutansok, de a géncsendesités eredményekent
erds hipomorf, vagy null fenotipust mutatnak, tovabba a vonalak klasszikus genetikai
mutansokhoz hasonloan keresztezhet6k és genetikai interakcios kisérletekben is
hasznalhatok.

A homolog rekombinacios modszer Iényege, hogy az allatok belsé DNS javito
és rekombinacios gépezetét kihasznalva a vizsgélt endogén gén egyik alléljét
kicseréljuk egy masikra (8). Az elsé lépés vad tipusu legyek transzforméalasa egy P
elem alapu konstrukcioval, ami a P elem végeken belll tartalmaz két tandem FRT
szekvenciat, tovabba a célgénnek megfeleld donor szekvenciat, ezen a szekvencian
belll egy ritkAn hasitd helyspecifikus endonukleaz, az I-Scel felismeréhelyét, a
donor szekvencian kivial egy masik ritkan hasitdé endonukleaz, az I-Crel
felismeréhelyét, és a w* marker gént (2. abra). A donor szekvencia tartalmazza azt a
valtozast (pontmutacié, vagy delécié), amit a celgénben akarunk létrehozni.
Egyszerli genetikai keresztezésekkel létrehozhatok olyan egyedek, amelyekben
expresszalhatdé az FLP helyspecifikus rekombinaz, valamint a I-Scel endonukleaz.
Az FLP plazmid formaban kivdgja a genomba random beéplilt transzgénikus
konstrukciot (az FRT helyeken keresztil), amit aztan az I-Scel endonukleaz
linearizal. A linearizalt molekula homolég rekombin&ciét indukal a vele homolog
genomikus I6kuszban, aminek eredményeként altalaban egy tandem duplikacio j6n
létre, ami tartalmazza a donor és recipiens (cél) szekvencidkat és a w* marker gént
(2. abra, 1. lépés). Ez az esemény konnyen kovethets a w' marker gén
szegregacidjanak kovetésével. Egy Ujabb keresztezést kovetéen, a duplikaciot
hordoz6 egyedekben indukalhaté az I-Crel endonukledz, aminek aktivitdsa ismét
homolog rekombinaciot indukdl a két tandem szekvencia kdzott. Ez az esemény is
kénnyen nyomonkovethetd a w* marker elvesztésével (2. abra, 2. |épés). Az igy
létrehozott, egy kopiat hordozd egyedek hordozzak a kivant mutaciot a vizsgalt
génben.

1. Iépés 2. Iépés
pontmutacio I-Cirel .
|_Sce| |-Crel -
<= —— l I-Crel
P k¢ mutans gen whs i
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l FLP + I-Scel _X ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
—
( ) Homoldg Jrekombinacié
................. X

endogén célgén

2. dbra Iranyitott mutagenezis homoldg rekombinacié felhasznélasaval. A Drosophila sejtek nem
tartalmaznak I-Scel és I-Crel meganukleazokat, azonban az élesztébél szarmazé rekombinazzal, a
flipazzal (FLP) egyitt kivalban mikodnek transzgénikus allatokban kifejezve. A ™" az iranyitott
mutaciok helyét jeldli.



Az ismertetett modszerekkel sikertlt valamennyi alegységet kodolo génre
mutansokat, és/vagy transzgénikus RNS interferencia vonalakat izolalni, és
jellemezni. Eredményeink a kdvetkez6k:

Apcl/shtd Ebben a génben homoldg rekombinaciés technikaval sikertlt
egy null allélt eléallitani. Ezt gy értik el, hogy a donor szekvenciabdl kiejtettik a
gén 5’- és 3’-végi kodold szekvencidit (3. abra). Ez a mutans recessziv bab letalis,
és er6és mitétikus fenotipust mutat, amely magas mitotikus index, tulkondenzalodott
kromoszomak, metafazis-szeri blokk, anafazisban megfigyelhetd kromoszdéma
szegregacios rendellenességek és poliploid (altalaban tetraploid) sejtek
megjelenésében nyilvanul meg. A génexpresszié hidanyat RT-PCR-ral igazoltuk.
Id6kézben Barbara Thomas (National Cancer Institute, Bethesda, USA) izolalt egy
EMS indukalt gyenge hipomorf mutéciét, amit shattered (shtd)-nek nevezett el.
Megallapitotta, hogy a mutacio az APC1 homoldgot kodold gént érinti, és elkuldte
nekink a torzset, amit az altalunk izolalt alléllal egyutt jellemeztink. Az APC
legfontosabb szubsztratjai kozé tartoznak a Ciklin A és Ciklin B mit6tikus ciklinek,
ezeért kivancsiak voltunk arra, hogy mi torténik ezekkel a mutans sejtekben. Ciklin-
specifikus  ellenanyagok felhasznalasaval, mitétikusan aktiv  szOveteken
immunhisztokémiai festéseket végeztiink, majd a preparatumokat Olympus FV1000
konfékalis mikroszképpal analizaltuk. Az Apcl/shtd mutansokban mindkét ciklin
szintje magas maradt a mitdzisban lelassult, vagy gatolt sejtekben.

N K
APCL T T — |
N K
apca -
K
ApC10 M= -

CG33130 | «=— CG486 > < APC1 |

3. abra Homoldg rekombinaciés konstrukciok sematikus abrazolasa. Notl-Kpnl végl fragmenteket
klébnoztuk be pTV2 Drosophila transzformacios vektorba. Az Apcl konstrukcié 5080 bp hosszu, és
nem tartalmazza a gén els6 és utols6 exonjait. Az Apc4 konstrukcié 2948 bp hosszu, és két frameshift
mutéciot (kék csik) hordoz a gén elsé és utols6 exonjaiban. Az Apc10 konstrukci6 4627 bp hosszu, és
két frameshift mutaciét hordoz. Ezen kivil két szomszédos gén (CG33130 és CG4866) szekvencigjat
is hordozza, amik azonban elvesznek a homolég rekombinacié soran. Jelmagyarazat: sarga csik=I-
Scel meganukleaz felismerd szekvencia; s6tétzéld csik=transzlacids start; piros csik=stop kdédon;
K=Kpnl hely; N=Notl hely; zéld téglalap=exon szekvenciak; z6ld vonal=intron illetve nem kdodolo
szekvenciak.

Apc2/mr Az alegységet kodoldé morula (mr) gén mutans alléljai mar
léteztek munkank kezdetekor. Ezeket beszereztik, és fenotipusukat 6sszevetettik
az A&ltalunk izolalt mutansok fenotipusaval. Mitétikus fenotipusuk hasonlé az APC1
mutansokhoz, azonban a poliploid sejtek gyakorisaga joval alacsonyabb a mr



homozigotakban. A mutédnsokat genetikai interakcios kisérletekben haszndltuk, és
sikerdlt interakcidt kimutatni az APC2 és APC11 alegységek kozott.

Apc3/mks Az elsd mutans allélt, makos-t (mks') még Cambridge-i
tanulmanyutam soran izolaltam (10). Jellemzését részben jelen palyazat idétartama
alatt végeztik, David Gloverrel (Department of Genetics, University of Cambridge,
Cambridge, UK) kollaboralva (11). Az amerikai Drosophila Genom Project (BDGP) P
elem inszerciés gydjteményében egy tovabbi inszercids allélt is azonositottunk,
aminek a mks? jelélést adtuk. A mks mutaciékrél kimutattuk, hogy az APC komplex
APC3 alegységét kodolé gént érintik, annak hipomorf alléljai. A mks* allél bab és
farat-adult letalis, mig a mks® allél semiletalis. Sikerilt kimutatnunk genetikai
interakciot az APC3/mks gén, valamint a polo és twins mitotikus szabalyozé gének
kozott. Emlitésre méltd, hogy az APC3 - twins interakcidos kisérleteink fényt
deritettek a sejtciklust szabalyozd rendszer egyik adaptacios folyamatanak
mechanizmusara. Ezeket az eredményeinket mar 2003-as beszamoloban
jelentettem, és kdzleményben is megjelent mar.

Apc4 Erre a génre is homoldg rekombinacios technikaval hoztunk létre egy
null mutans allélt. Ebben az esetben két frameshift mutdciot szandékoztunk
létrehozni a kédolo régio elején, valamint a koddold szekvencian belil (3. 4bra). A
konstrukciok ellenérzése soran kidertlt, hogy az 5'-végi frameshift mutacio
létrehozasa koézben egy 30 nukleotid hosszu delécid j6tt Iétre, ami érintette a start
kodont is. Mivel ez a nem tervezett médosulas 6sszhangban volt terveinkkel, ezt a
konstrukciot hasznaltuk fel donorként. A létrehozott mutans térzs a delécio mellett
hordozza a bels6é mutaciot is. Az APC4 mutacid is letalitast okoz, a homo- és
hemizigétak bab staddiumban pusztulnak el.

Apcbl/ida Ezt az alegységet az ida gén kodolja, mutans alléljait masok
izolaltak (14). Ezeket elkértik, hogy genetikai interakcios kisérleteket végezhessunk.
Sajnos az ida mutacidkat hordozé kromoszomak tovabbi hattérmutaciokat is
hordoznak, ezért ezektél rekombinaciés kisérletekben meg kell szabadulni, miel6tt
hasznalhatdéak lesznek céljainkra. Ezek a kisérletek folyamatban vannak.

Apc6/Cdcl6 Ebben az esetben a transzgénikus RNS interferencia médszer
bizonyult eredményesnek. Osszesen 9 fliggetlen, APC6 specifikus RNS interferencia
kontrukciét hordozd vonalat sikerdlt eléallitani, melyek kdzul hat vonal mutat
jellegzetes mitdtikus fenotipust olyan egyedekben, amelyekben konstitutivan
expresszalodik az APC6 génre specifikus duplaszali RNS. Az RNS interferencia
egyedek kés6i bab stadiumban pusztulnak el, emelkedett mitétikus indexet és
metafazis-szerli gatlast mutatnak tulkondenzalédott kromoszémakkal. RT-PCR
kisérletekben kimutattuk, hogy az RNS interferencia vonalak erés hipomorfok, azaz
a génexpresszio a vad tipushoz képest mintegy 10-15 %-ra csokkent. Ezekben az
allatokban megnovekedett az apoptoézis gyakorisaga is. Ezt a munkdt -
szakdolgozati témaként - Nagy Olga V. éves biolégus hallgatdé végezte.
Immunhisztokémiai festéssel kimutattuk, hogy csak az egyik f6 APC szubsztrat, a
Ciklin B szintle marad magas a mitdtikusan megrekedt sejtekben. A Ciklin A
szabélyosan, a mitozis elején lebomlik, ezért ennek az alegységnek csak a Ciklin B
lebontasaban lehet szerepe.

Apc7 Az Apc7 esetében is a transzgénikus RNS interferencia technikat
alkalmaztuk a génfunkcio kitutésére. Osszesen 0Ot transzgénikus vonalat sikerilt



izolalni. Meglepetésiinkre, ezek mindegyike életképes és fertilis maradt az RNS
interferencia indukalasa utan is. RT-PCR kisérletekben kimutattuk, hogy az Apc7
gén expresszibja tbbb mint 90 %-al csokkent az RNS interferencia indukcidja utan a
vad tipushoz képest. Ezek az allatok, noha életképesek voltak, jellegzetes mitotikus
fenotipust mutattak: a sejtosztédas anafazisanak idétartama meéerhetéen megnétt a
metafazishoz viszonyitva, €s gyakori kromoszoma szegregalodasi rendellenességek
is megfigyelhetdk voltak. Ez az elsé APC alegység, amely funkciéja nem eszencialis
az organizmus szamara. Ez a munka Ménesi Dalma V. éves biolégus hallgatd
szakdolgozati témaja volt. A Ciklin A és B fehérjék a vad tipushoz hasonlo eloszlést
mutattak a mitozis kulonb6z stadiumaiban.

Apc8/Cdc23 E gén esetében is kizardlag a transzgénikus RNS interferencia
technika allt rendelkezésiinkre. Ebben az esetben 21 filiggetlen transzgénikus
vonalat sikerllt azonositanunk. Ezek kozil 4 vonalban gatoltuk az Apc8 gén
expressziojat, €s minden esetben korai bab letalitast, és jellegzetes mitotikus
fenotipust kaptunk, ami megemelkedett mitétikus indexben, tulkondenzalédott
kromoszomak megjelenésében, és metafazis-szer(i gatlasban nyilvanult meg. RT-
PCR kisérletekben kimutattuk, hogy ezekben a vonalakban is, az Apc6/Cdcl6
génhez hasonld, 85-90%-al csdkkent a génexpresszid, viszont mind a letalis, mind
pedig a mitétikus fenotipus sokkal kifejezettebb az Apc8/Cdc23 gén esetében.
Ennek a génnek a funkcio-kiesése is apoptozist indukal. Immunhisztokémiai
festéssel csak Ciklin B-t tudtunk kimutatni a mitétikusan megrekedt sejtekben. Ciklin
A-t csak prometafazisban detektaltunk, késébb még a megrekedt sejtekben sem volt
kimutathat6. Ez az eredmény azt jelzi, hogy az Apc6/Cdcl16 alegységhez hasonléan,
ennek az alegységnek is csak a ciklin B lebontasaban van szerepe.

Apcl0 Az ApclO gén esetében parhuzamosan végeztik a homoldg
rekombinacios és az RNS interferencia kisérleteket. Mindketté mikodott. A gén kis
mérete (1.1 kb) nem elégséges hatékony homoldg rekombinéciéhoz, ezért egy ennél
lényegesen nagyobb, 4627 bp hosszi genomikus szekvenciat hasznaltunk
kisérleteinkben donor szekvenciaként. Ez a szekvencia harom génre is kiterjed, ezek
azonban nem zavarjdk a kisérlet eredményességét. Az I|-Scel hasitohelyet a
szekvencia 5’-végéhez kozel, egy szomszédos génbe (CG33130) illesztettiik be,
majd pedig egy frameshift mutaciét hoztunk Iétre az Apcl0 masodik exonjaban, az
evollcios konzervaltsagot mutat6 DOC1 domén elétt (3. abra). Osszesen hat, a
konstrukciot a 3. kromoszéman hordozé homozigota életképes transzgénikus
vonalat allitottunk el6. A homoldg rekombinaciés keresztezések utan egy babletalis
mutanst izolaltunk, amelyrél kimutattuk, hogy hordozza az altalunk létrehozott
frameshift mutaciét. Az RNS interferencia kisérletekhez a gén 2. exonjat magaba
foglal6 443 bp hosszi cDNS fragmentet klénoztuk a pWIZ vektorba. A
transzformalast kovetéen 17 fliggetlen, homozigota életképes transzgénikus vonalat
kaptunk, melyek kozul 6tot vizsgaltunk tovabb. dsRNS indukcié minden esetben
babletalitAdst eredményezett, ami egyutt jart az Apcl0 expresszié drasztikus (~90%-
0s) cstkkenéseével. Mind a homoldg rekombinacidval eléallitott allél, mind pedig az
RNS interferencia vonalak mitétikus fenotipuséara jellemz6é a magas mitétikus index,
tulkondenzalddott kromoszomak, anafazisban visszamaraddé kromoszomak és
kromoszoma hidak, valamint erésen poliploid sejtek megjelenése.
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4. abra A génexpresszi6 meghatarozasa az RNS interferencia térzsekben RT-PCR-rel. A
vizsgalatokhoz totdl RNS-t izolaltunk indukalt és nem indukalt (kontrol) babokbdl. Az RT-PCR
reakcidkat logaritmikus fazisban allitottuk le, és azonos térfogatokat analizaltunk. Templat bemérési
kontrolként L17 riboszémalis fehérje szekvencidkat (L17 Rp) hasznaltunk. Az alkalmazott primerek
altal felamplifikalt fragmentek mérete szerepel a gélfotdkon. Az L17 fragment mérete 276 bp.
I=indukalt; K=nem indukalt kontrol.

2004-ben az Exelixis Biotechnoldgiai cégtdl (San Francisco, USA) vasaroltunk
egy P elem inszerciés torzset, amelyben az inszerciot az ApclO koézelébe
€s gatolja expresszidjat. RT-PCR kisérletekben nem detektalhaté Apcl0-specifikus
transzkript, ezért ez a mutacié null allélnak tekintheté. Ennek a mutansnak mind a
letalis, mind pedig a mitotikus fenotipusa nagyon hasonl6 az altalunk izolalt homolog
rekombinaciés allél, valamint az RNS interferencia vonalak fenotipusdhoz.
Mindharom tipusi mutansban magas a ciklin A és B szintje az anafazisban
megrekedt sejtekben.

Apcll/img A gén elsd két P elem inszercids alléljat Allan Shirras (Lancaster,
UK) izolalta, és az érintett génnek a lemming (Img) jeldlést adta (15). Miutan kidertilt,
hogy Img az APC11 alegységet kddolja, a mutansokat elkildte nekink tovabbi
jellemzésre. Sajnos mindkét torzs (Img**** és Img’®®) hordoz héattérmutéciokat is,
amik megnehezitik felhasznalasukat. Id6kézben az amerikai Drosophila Genom
Project (BDGP) P elem inszercios gyljteményében azonositottunk egy Uj P elem
inszerciés allélt, amely mentes hattérmutacioktdl (Img®). Munkénkhoz a Img® és a
hattérmutacioktél megtisztitott Img>*?* mutansokat hasznaltuk. A Img®*?* mutécié egy
hipomorf allél, aminek szemiletalis, mig a Img® null allélnak késd bab letalis
fenotipusa van. Mindkettd erés mitétikus fenotipussal rendelkezik, amelyre nagyon
magas mitotikus index, tulkondenzalodott kromoszomak, és poliploid sejtek nagy
gyakorisdga jellemzé. Mindkét mitotikus ciklin koncentacidja magas ezeknek a
mutansoknak a mitézisban megrekedt sejtjeiben.

3. Az egyes APC alegységekkel kolcsonhatasban 1évé gének azonositasa éleszté
kettdshibrid és genetikai interakcios kiserletekben.

Az éleszté kettds hibrid rendszer széleskorlien alkalmazott moédszer az
egymassal kdlcsonhatd fehérjék azonositasara (16), ezért alkalmas maodszernek



latszott az APC pontos alegység-0sszetételének meghatarozaséara, és az APC-vel
kblcsonhatd molekulak azonositasara. Ezt a kisérleti rendszert kétféleképpen
allitottuk be.

Egyrészt az Altalunk vizsgalt alegységeknek megfelel6 szekvenciakat
0sszekapcsoltuk mind a LexA bakteridlis transzkripcios faktor DNS-koté (DB)
domeénjével, mind pedig az éleszté GAL4 transzkripcids faktor aktivacios doménjével
(AD). Ezekben a kisérletekben kulonb6z6é DB-AD kombinacidkat juttattunk élesztd
sejtekbe, és funkcionalis transzkripcids aktivator képzédésébél kévetkeztettiink az
alegységek kozotti interakciora. A kisérletek eredményességét korlatozta az a tény,
hogy az Apc3/mks, Apc8/Cdc23 és az ApclO alegységek dnmagukban is hatékony
aktivatornak bizonyultak mind a DB mind pedig az AD doménhez kapcsolva. Ennek
ellenére nagyon erds interakciot sikerult kimutatnunk az Apc2/mr és Apcll/img
alegységek kozott. Ezt az interakcidt genetikai interakcids kisérletekben is sikerdlt
megerdsitenink. Ez az eredményink 6sszhangban van az éleszté és human APC
biokémiai vizsgalatat ismertet6 legfrissebb kdzleményekkel, amelyek azt sugalljak,
hogy ez a két alegység egy katalitikus szubkomplexet alkot az APC-n belll. Tébb
alegység kozott tapasztaltunk bizonytalan (nagy variabilitdst mutatd, és gyenge jelt
ado) kolcsonhatast. Ezekbdl, és az idékozben megjelend szerkezetvizsgalati
kozlemények adataibdl arra kovetkeztetink, hogy egy-egy kdlcsOnhatas
kialakitasaban ketténél tobb alegység vehet részt. Ezt a feltételezésiinket harmas-
€és négyes-hibrid kisérletekben fogjuk ellendrizni, amelyek elvégzését a jelen
palyazat anyagi lehetéségei nem tettek lehetéveé.

Egy masik kisérletsorozatban egyes APC alegység-LexA DB fuzios klonokat
csaliként felhasznalva olyan cDNS konyvtarat szdrtink meg, amely minden
képvisel6je aktivacios domént kddold6 DNS darabbal van 0Osszekapcsolva
(CLONTECH matchmaker cDNS konyvtéar). Ezekben a kiséletekben a vizsgalt APC
fehérjével kdlcsonhatd polipeptidet kddold gének felismerheték és azonosithatok.
Evvel a modszerel sikerllt azonositanunk az Apc2/mr alegységgel interakciét mutato
két fehérjét kdédold gént, az Apcll/img-et és a lesswright (lwr, CG3018)-t. Az
Apcll/img-el kapott eredmény az elsé kisérlet eredményének, a genetikai
interakcios eredményeinknek, és az irodalmi adatok ismeretében nem meglepd. A
Ilwr gén egy SUMO konjugal6 (E2) enzimet kdédol, amely részt vesz az ubiquitinhez
hasonl6 SUMO polipeptid fehérjékhez torténé kapcsolasdban, a sumoiladlasban. A
sumoilalasban, az ubiquitindlashoz hasonléan aktivalo (E1), konjugalo (E2) és ligaz
(E3) enzimek vesznek részt. A ubiquitindlassal ellentétben azonban, a sumoilaléas
nem eredményez fehérjedegradaciot, hanem modositja a fehérjek lokalizacigjat,
aktivitasat, vagy a fehérje-fehérje kolcsbonhatasokat. Mivel rendelkeziink Iwr
mutansokkal, az lwr - Apc2/mr interakciot genetikai interakcids kisérletben is sikerdilt
kimutatnunk. Ezen tulmenéen kimutattuk, hogy mind az Iwr, mind pedig a
sumoilalasban részt vevé gének mutacioi az APC mutansokhoz hasonldé mitotikus
fenotipust mutatnak. Ezekb&l az adatokbdl arra kovetkeztetliink, hogy a
sumoilalasnak szerepe lehet az APC-fligg6 fehérjedegradacio szabalyozasaban.

Az APC sokalegységes 0Osszetétele alapjan elképzelheté, hogy az egyes
alegységek kiesése, vagy moédosulasa befolyasolhatja mas alegységek funkciojat,
illetve ezek szabalyos beéplilését a komplexbe. Ennek tanulmanyozasara genetikai
interakcids kisérleteket végeztink az alegységek kozott. Szinergisztikus genetikai



interakcio figyelheté meg az APC négy, TPR (tetratrico-peptide-repeat) doméneket
tartalmazo alegysége, az Apc3/mks, Apc6/Cdcl6, Apc7 és Apc8/Cdc23 kozoétt. TPR
doméneket tartalmazo fehérjék altaldban nagy fehérje-komplexekben talalhatok (5
eés 6), és fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasaban van szerepuk (b&vebben
lasd az 5. pontot).

4. Protein degradacio kbvetésére alkalmas kisérleti rendszer kifejlesztése.

Az altalunk eldallitott mutansok lehetévé teszik az APC funkcidjanak és
szabdlyozdsanak részletes analizisét. A sejtciklus szabalyozdsaban bet6ltott
szerepét az APC a kilonb6zé szubsztrat molekulak ubiquitinalasan keresztil fejti Ki.
Ennek kovetésére egy in vitro APC-fliggd ubiquitinaciés assay kidolgozasat is
terveztik. Ennek Iényege, hogy Drosophila embrié kivonat kromatografias frakcioit
inkubaljuk ubiquitin, rekombinans mitotikus ciklin (ciklinA vagy ciklinB), ubiquitin
aktivalé (E1) és konjugald (E2) enzimek, valamint ATP és ATP-regeneralo rendszer
jelenlétében (28), majd ciklin elleni specifikus ellenanyag felhasznalasaval,
immunoblot technikaval, kévetjuk a ciklin molekula multi-ubiquitinalasat.

Munkéankban az emlés sejtekre kidolgozott protokollt vettiik alapul, ezt, és
ennek valtozatait alkalmaztuk Drosophila embri6 extraktumokon. Sajnos
eréfeszitéseink nem jartak eredménnyel, mivel nem sikerilt ubiquitinalt szubsztratot
kimutatnunk. Elképzelhet6, hogy az extraktum egy Iényeges komponense elbomlik a
preparalas soran, vagy a rekombinans fehérjék egyike termelédik, de inaktiv
formaban. Ezeknek a lehetéségeknek a tesztelése igen koltség- és idbigenyes, ezért
a projektnek ezt a részét egy évi probalkozas utan leallitottuk, és egy alternativ
modszer kidolgozasara tértink at. Lényegesnek tartom megjegyezni, hogy
Drosophildban mk6dé in vitro ubiquitinaciés assay-t eddig mas laboroknak sem
sikerdlt el6éallitani.

Az altalunk kidolgozott () mobdszerrel kozvetve, a fehérjedegradaciod
nyomonkovetésével kdvetkeztetiink az ubiquitinacio hatékonysagara. Lényege, hogy
egy nem interferald degradéaciés szubsztratot hozunk létre a sejtekben, amely
koncentracio-figgé, kovethetd és meérhetd jelet bocsajt ki. A detektalt intenzitas-
valtozasbdl igy tehat kovetkeztethetink a protein degradéaciés mechanizmus
hatékonysagara. Olyan transzgeénikus allatokat hoztunk Iétre, amelyek folyamatosan,
de viszonylag alacsony koncentracioban expresszalnak egy Ciklin B-GFP fuzios
fehérjét. A fazids fehérje N-termindlis 70 amindsav hosszi doménje a Ciklin B
szekvencigjaval azonos, igy hordozza az ubiquitinacibhoz elengedhetetlen
destrukcios (D-box) szekvenciat. C-terminalis doménje a teljes GFP szekvenciaval
azonos, amit egy stop és poli-A szignal szekvencia kovet. A fuzios terméket kodolo
szekvencia expresszigjat az ubiquitin gén promotere biztositja (5. abra). A fuzios
fehérjét expresszalé Aallatok nem kulonbéznek a vad tipust allatoktdl sem
eletképességben, sem pedig fertilitasban, ami azt jelenti, hogy a faziés termék nem
interferal a sejt- és egyedfejlédési folyamatokkal. Az eléallitott transzgénikus vonalak
a nagy kromoszémakon (X, 2. és 3.) hordozzak, és detektalhatdo mertékben
expresszaljak a Ciklin B-GFP transzgént.
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5. &bra A Ciklin B-GFP faziés transzgén felépitése. A ciklin és GFP szekvencidk azonos leolvasasi
frémben kapcsolodnak egymashoz. Ub=ubiquitin.

A proteindegradacido kovetésére alkalmas rendszert kidolgoztuk tehét,
azonban hasznalatat az APC mutansok jellemzésében még nem kezdhettik el a
palyazat idétartama alatt, mivel alkalmas mérémiszerek (konfokélis mikroszkop és
mikrofluorométer) nem alltak a rendelkezésunkre.

5. A vad tipusu és mutans APC alegységek felépitése és biokémiai analizise.

Az APC2, APC4, APC7 és APC10 alegységeknek megfeleld szekvenciakat
klobnoztuk és expresszaltattuk bakteridlis pET expresszids rendszerben. Sajnos az
expresszalt fehérjék minden esetben oldhatatlannak bizonyultak, és a
zarvanytestekben (inclusion body) halmozodtak fel. Az APC2, APC3 és APC7
alegységeket sikerilt tisztitanunk, ezekkel a mintakkal nyulakat immunizaltunk
poliklonalis ellenanyag nyerése céljabol. Sajnos valamennyi prébalkozasunk,
tovabba egy ellenanyag termelésre szakosodott labor (PTE, Anatomiai Tanszék)
prébalozasa is sikertelen volt: a kinyert szérumok nem, vagy csak nagyon gyengén
ismerték fel a Drosophila sejt-extraktumban lévé nativ APC alegységet. Ennek
egyéb mas mellett az lehet az oka, hogy a bakteridlis expresszié folyaman a
képz6d6 fehérje nem a nativ fehérjére jellemzé térszerkezetet veszi fel. Ez
kulonosen jellemzd olyan polipeptidekre, amelyek az APC-hez hasonlé6 nagy
komplexek kialakitasdban vesznek részt.

llyen, vagy hasonlé nehézségekkel mas laborok is szembetalalhattak
magukat, mert mindezideig nem ismert egyetlen mono- vagy poliklénalis ellenanyag
Drosophila APC alegység ellen. Egy lehetséges, de igen kockazatos és draga
megoldast jelent alegység-specifikus szintetikus oligopeptidek felhasznalasa
ellenanyag termelésre. Ezt, valamint tovabbi alegységek tisztitasat €s immunizalast
azonban a palyazat biztositotta anyagi lehetéségiink mar nem tette lehetévé.

A rendelkezésiinkre &ll6 bioinformatikai eszk6zok és protein-szerkezet
vizsgalati adatok felhasznaladsaval a fehérjék lényeges biokémiai tulajdonsagait
ismerhetjuk meg (12 és 13). A funkcio szempontjabdl az egyik legfontosabb
informécié a fehérjék domén Osszetétele, ezért ennek analizisét valamennyi APC
alegységre elvégeztik. Ennek Iényege, hogy az alegységek amindsav szekvenciait
id6rol-idére Osszevetettilk a nemzetkdzi protein-domén adatbézisokban (Swiss-Prot
Prosite database, NCBI Conserved Domain Database) talalhatd szekvenciakkal. In
silico analizistinkbél megallapithatd, hogy az APC alegységek viszonylag szegények
konzervalt domének tekintetében. Az Apcl/shtd, Apc4 os Apcb/ida alegységekben
nem azonosithato ilyen domén, az Apc2/mr alegység tartalmaz egy cullin, az Apc10
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Docl, az Apcll/img pedig egy Ring-finger domént. A cullin, Docl és Ring-finger
doméneket tartalmazo fehérjek megtalalhatok az APC-tél eltéré ubiquitin ligaz (E3)
komplexekben is, jelezve, hogy ezeknek szerepe van a ligazok Kkatalitikus
aktivitasanak kialakitasaban. Az emlitett alegységektél eltéréen, az Apc3/mks,
Apc6/Cdcl6, Apc7 és Apc8/Cdc23 alegységek a TPR fehérjék csaladjaba tartoznak
(6). Ezekre jellemzd, hogy tandem ismétlédésekben tartalmaznak egy degeneralt,
34 amindsavbol all6 szekvencat. Szekvencia analizisinkbél kidertlt, hogy a
Drosophila Apc3/mks és Apc6/Cdcl6 alegységek tiz, az Apc8/Cdc23 alegység
kilenc, az Apc7 alegység pedig hét TPR ismétlédést hordoznak (6. 4bra).

YRAWYGLGQAYE I IKMHYYSLYYFKIAHQLRPYD

- Apc3/mks
—— OO0~ Apc6/Cdcl6
—-O—-CO0OO0 00— Ape8/Cdce23
——-COC = Apc?

6. abra A Drosophila TPR alegységek felépitése. A téglalapok egy-egy 34 amindsavbdl all6 TPR
ismétlédést jeldl. Az dbra felsd részén az Apc3/mks 6tddik TPR motivumanak szekvencigja lathaté a
konszenzus amindsavak kiemelésével.

A TPR ismétlédések szekvencia szinten bem mutatnak nagy konzervaltsagot, még
egy fajon belil sem, amit j6l szemléltet a Drosophila Apc8/Cdc23 fehérjében
talalhatd kilenc motivum 6sszehasonlitasa (7/A abra).

TPR-1 GYGIYLYGVVLKALNLNQAAEQMLVQAIRLVPML

TPR-2 1YLIAQMALVYHNKRDVDKAIELYQALLESDPYR A
TPR-3 LDNVDTYSNLLFVKEMKTEMAQLAHKAVSINKYR

TPR-4 PETCCVIGNYYSIRCDHQVAISYFQRALKLNPKY

TPR-5 LAAWTLMGHEFMELKNTNAAIQSYRKAVEVNKRD APCS
TPR-6 YRAWYGLGQAYEI IKMHYYSLYYFKIAHQLRPYD

TPR-7 SRMLVALGETYEKLDKCENAVKCYWKAIDVGDIE

TPR-8 GIAMYKLANLHEKLGDHETAVHCY IMYCEDERAA

TPR-9 YQGFITLANYYEKKGEYERAAYYAYKCLDSEDRK

Y 1A H F L
-——-W-—-LG--Y-=—————- A---Y--A----P--konszenzus
L MS L S L C K
At YRAWYGLGQAYEMMGMPFYALHYFRKSIFFLPND B

Sp  YRAWYGLGQTYEVLDMHFYALYYFQRATALRPYD
An  YRAWYGLGQAYEVLDMSFYALFYYQRAAALRPYD  1pRre
Dm YRAWYGLGQAYEI IKMHYYSLYYFKIAHQLRPYD
X1 YRAWYGLGQTYEILKMPFYCLYYYRRAHQLRPND
Hs YRAWYGLGQTYEILKMPFYCLYYYRRAHQLRPND

7. 4bra Az Apc8 alegység TPR ismétlédéseinek dsszehasonlitasa. Az A rész a Drosophila Apc8
kilenc TPR szekvencidjat mutatja, mig a B rész hat faj Apc8 alegységének hatodik TPR ismétlédését
hasonlita 6ssze. Kézépen a TPR konszenzus lathatd. At Arabidopsis, Sp hasadd élesztd, An
Aspergillus, Dm Drosophila, XI Xenopus, Hs ember.
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A konszenzus szekvencia minddssze nyolc aminosavbél éall, de kozottik sincs
invarians pozicio. A szekvencian belll azonban kis €s nagy, valamint polaros és
apolaros amindsavak szabalyos valtakozdsa jelzi, hogy a TPR motivumok
szerkezete konzervalddott. Ez nyilvanvaléva valt, amikor kilénb6zé fajokban
azonositott TPR fehérjék azonos poziciéban Iévé szekvencidit hasonlitottuk 6ssze
(7/B abra). Ezeken belll a szekvencia hasonlésag sokkal kifejezettebb, ami
funkcionalis konzervéltsagot jelez.

Az utébbi években sikerilt néhany TPR fehérje kristalyszerkezetét
meghatérozni (7 és 19). Kiderllt, hogy minden TPR ismétlédés két azonos
hosszusagu a-hélixet tartalmaz (8/A abra), amelyek antiparallel (helix-turn-helix)
konforméciot vesznek fel (8/B abra). Az egyméas melletti ismétlédések elfordulnak
egymastol, ezért tandem sorozatuk egy jobbmenetes szuperhélixet alkot.

PEX5 MEAWQYLGTTQAENEQELLAISALRRALELKPDN
PP5  AEQYKNQGNEMLKTKEFSKAIDMYTKAIELHPNS
APC8 LAAWTLMGHEFMELKNTNAAIQSYRKAVEVNKRD

—) ) —

A hélix B hélix

A

8. dbra A TPR ismétlédés masodlagos és harmadlagos szerkezete. (A) A huméan PEX5 (peroxisomal
targeting signal receptor) és a Drosophila PP5 (protein foszfataz-5) és a Drosophila Apc8 alegység
egy-egy TPR motivumanak szekvencigja. A hengerek az a-hélixeket reprezentédlja. (B) A Drosophila
PP5 enzim TPR ismétlédésének helix-turn-helix konfiguraciéja.

A Drosophila APC alegységek TPR ismétlédései nagyon hasonlok a
szerkezetvizsgalatokban hasznalt PEX5 és PP5 fehérjék TPR ismétlédéseihez (8.
abra), ezért feltételezzik, hogy az altalunk tanulmanyozott négy alegység térbeli
szerkezete modellezhetd a mar megismert TPR fehérjék térszerkezeti adataival.
Ezek, és az altalunk izoladlt mutansok fenotipusai, valamint az interakciés
eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a TPR alegységek egy vazszerkezetet
(scaffold) képeznek, és ehhez kétédnek az APC tovabbi alegységei, aktivatorai,
valamint szubsztrat fehérjéi is. Evvel az elképzeléssel magyarazhatok a hasonlo
felépitési TPR alegységek eltéré mutans fenotipusai is: egy TPR alegység kiesése
mas-mas funkciot érinthet attol figgéen, hogy egy tovabbi alegység, aktivator, vagy
szubsztrat kotédését érinti.

Kialén emlitést érdemel az Apc7 alegység tobbitdl eltérd, nem esszencialis
funkcidja. Tisztitasi €s slirliség-gradiens centrifugalasi kisérletek kimutattak, hogy az
APC monomer és dimer formaban is létezik, és a dimer forma hetékonyabb E3 ligaz
aktivitassal rendelkezik, mint a monomer (17 és 18). Elképzelhetének tartjuk, hogy
az Apc7 alegység a dimerek kialakulasaban jatszik szerepet, mert ez 6sszhangban
lenne megismert tulajdonsagaival.
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A kutatési téma teljesitése soran felmerilt nehézségek

A munkaterv teljesitése kézben tdbb nehézséggel is szembe kellett néznink.
A palyazat elnyerése utan a munka elkezdését késleltette az a kérilmény, hogy a
témavezetd egy tobb éves kulfoldi tanulmanyutrdl tért vissza, és intézeti atszervezési
€s beszerzési nehézségek miatt sem sajat labor, sem pedig Iényeges, a munka
szempontjabol alapveté eszkdézok nem alltak rendelkezésére. Ezek miatt a
folyamatos molekularis munka csak az elsé év végén, mig nagyobb volumeni
genetikai munka csak a masodik évben indulhatott be.

Lehetéségeinket lényegesen korlatozta az a tény, hogy a megitélt tamogatas
dologi kiadasi keretét kétszer is csokkentették kb. 10-10 %-al, és a futamiddé alatt
keriilt bevezetésre az AFA-fizetési kotelezettség is. Egy eszkéz és vegyszer
tartalékkal nem rendelkezd () labor lévén, a megvéltozott anyagi lehetéségeink
korlatoztak a kutatasi téma teljesitését killondsen a palyazat masodik felében.

A kutatasi eredmények kdzzététele

Kutatdsi eredményeinket eddig harom hazai (VI. Magyar Genetikai
Kongresszus, Xll. és Xlll. Sejt- és Fejlédésbioldgiai Napok) és egy nemzetkozi
konferencian (19th European Drosophila Research Conference) mutattuk be.

Két diplomadolgozat késziilt a kutatasi témaban. Nagy Olga V. éves biologus
hallgaté ,Az APC ubiquitin ligaz Cdcl16 alegységét kodold gén genetikai analizise
ecetmuslicaban” cimmel irta és védte meg szakdolgozatat. Ménesi Dalma V. éves
biolégus hallgaté ,Az APC7 gén vizsgalata Drosophila melanogasterben” cimi
szakdolgozatot készitett.

A témaval kapcsolatos kozleménylnk eddig egy jelent meg nemzetkdzi,
magas impakt faktord folyéiratban. Az Apc3/mks alegységgel kapcsolatosan
koézleménylnk a Journal of Cell Science-ben (IF 7.25) jelent meg a ,Mutations in
makos, a Drosophila gene encoding the Cdc27 subunit of the anaphase promoting
complex, enhance centrosomal defects in polo and are suppressed by mutations in
twins/aar, which encodes a regulatory subunit of PP2A.” cimmel. Ez a munka
jelentette a kiindul6 pontjat a palyazati témanak, azonban a mutans izolalasat és
jellemzésének jelentds reszéet még kulféldi tanulmanyutam alatt végeztem.

A kutatasi téma jelentés eredményeinek kozlése még folyamatban van.
Jelenleg két keziratunk van kozel ,bekuldési” allapotban. Az egyikben a TPR
alegységekkel kapcsolatos eredményeinket irtuk le. A masikban az Apcll/Img
jellemzését, és az Apcll/img — Apc2/mr interakciot ismertettik. A késébbiekben
ko6zdlni szeretnénk az ApclO, Apcl/shtd és az Apc4 alegységek funkcionalis
analizisével kapcsolatos eredményeinket is. A publikaciok elfogadasarol tajékoztatni
fogom az OTKA Irodéat.

A fentiek miatt kérem, hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziletett
mindsitést sziikség esetén az OTKA Bizottsag médositsa a megjelent kdzlemények
figyelembevételével.
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Osszefoglalas és legfontosabb eredmények

Az eukariota sejtciklus szabalyozasaban alapvetd szerepet jatszé6 APC
komplex genetikai €s molekularis biologiai analizisét vegeztik el elséként egy
soksejtli eukariéta modell organizmusban.

Azonositottuk a Drosophila APC komplexet alkotd tiz alegységet kddolo
géneket. Ezek kozll, P transzpozibilis elemre épllé technikakkal, nyolc gén mutans
alléljait és/vagy transzgénikus RNS interferencia vonalait sikerult eléallitani és
jellemezni.

Egy kivételével valamennyi alegység funkcidja nélkilozhetetlennek bizonyult
az Aallatok egyedfejlédése szempontjabdl, és kiesésik jellegzetes mitotikus
fenotipusok kialakulasat eredményezte. Az egyes mutansok esetében egymashoz
hasonld, de jelentésen eltér6 fenotipus-jegyeket is kimutattunk. Ezekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a kiulonbdz6 alegységeknek eltéré szerepe van a komplex
funkcidjanak kialakitaséban.

Genetikai és fizikai interakciokat is kimutattunk az egyes alegységek kozott,
amelyek j6 egyezést mutatnak azokkal a fiziko-kémiai adatokkal, amelyeket masok
az APC komplex szerkezetének vizsgalata soran idékézben meghataroztak.

Genetikai interakcios kisérletekben kimutattuk, hogy a két protein
modifikacidés rendszer, az ubiquitinalas és a sumoilalas funkcionalisan 6sszefligg
egymassal.

Kimutattuk, hogy a csak soksejtli eukariétakban talalhato APC7 alegység egy
hét TPR motivumot hordoz6 fehérje, amelynek funkcidja, egyeduliként, nem
eszencialis a teljes komplex funkcioja szempontjabdl.

Kidolgoztunk egy kisérleti rendszert a proteindegradacié in vivo €s in vitro
kovetéseére.
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