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Osszefoglalas

A génkifejez0dés kilonbdz6 szintjeinek mikodését egy sok fehérjét magaba
foglald6 masinéria hangolja 0Ossze. Tagjai tobb génkifejez6dési szint
szabdlyozasaban is részt vesznek, ami megneheziti sokoldall szereplk
megismerését. A szakirodalom sok esetben éveken at kizardlag az egyes
szabalyozo fehérjék elséként felfedezett funkcidjara dsszpontosit. Igy volt ez a
Ccr4-Not komplex esetében is, amely az mRNS lebontasaban bet6ltott szerepe
miatt, mint az eukariotak legfébb deadenildza volt ismert. Cikklinkben
attekintést adunk az utdbbi 6t év Ccrd4-Not komplexszel kapcsolatos
felfedezéseir6l. Bemutatjuk, hogy az eukaridtdk legfobb deadenilaza a
transzlacidban és a fehérjekomplexek Osszeszerel6désében is kulcsszerepld.
Ezek az Uj felfedezések 6nmagukon tulmutatva a génkifejez6dés korkoros
szabalyozasanak kozéppontjaba helyezik a transzlaciét és a kotranszlacids
O0sszeszerelodési folyamatokat. Ebbdl kifolydlag itt vetjik fel el6szor egy
fazisatmeneten alapulo, fehérjekomplex-6sszeszerel6dést szabalyozd
génexpresszios lépés |étezését, amelynek jelentOsége sejtésiink szerint a gyors
stresszvalaszban rejlik. Elesztésejtek ndvekedésén mutatjuk be, hogy a fehérjék
hatasu, ha a sejtekben nem engedjik mikddni a fény altal indukalédd DNS
hibajavitd mechanizmusokat. Kitekintésiink egy fehérjekomplex-alegységek
fazisdtmenetén alapulé molekuldris memodria felfedezésével kecsegtet, amely
kidlénosen jelentbs lehet a DNS karositd hatasok elleni védekezésben, ugyanis a
transzkripciotél kezdett stresszvalasz, nyilvanvald okbdl kifolydlag, nem

biztosithat megnyugtato védelmet a sejt szamara.
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Bevezetés

A molekularis bioldgia centralis dogmaja évtizedek 6éta meghatarozza azt,
ahogyan a génkifejezddésrél gondolkodunk. Az eukariotakban ez a folyamat a
sejtmagban kezd6dik a gének bekapcsolasaval és a transzkripcié
inicializaciojaval, majd a citoplazmaban ér véget az érett fehérjék, tsszeszerelt
komplexek elkészlltével. A folyamat, amelynek fobb |épései a transzkripcid, az
MRNS érés, a sejtmagi mMRNS export, az mRNS szadllitdsa és raktarozasa, a
transzlacid és a fehérjék transzlacié utani érése és bomlasa, lelki szemeink elott
lancolatként, linearisan jelenik meg. A tudomany, a centralis dogma alapjan, a
génkifejez0dés kilonboz6 |épéseit és ezek szabdlyozdsat el0szér a rendszer
Osszefiiggéseitdl megfosztva, él6 kontextusukbdl kiragadva, kilon-kilon irta le.
A génkifejezddés kiilonbdzd szintjein 1évé folyamatok kélcsdnhatasa, a koztik
fellépd visszacsatolasi mechanizmusok vizsgdlata csak napjainkban kerlt

elotérbe.

A transzlacid koOzvetlen szabadlyozd hatdsa a transzkripciéra mar régéta
bizonyitott. Klasszikus példa a prokariotakban 1981-ben felfedezett attenuacid
folyamata [1]. Escherichia coli-ban a triptofan szintézisében szerepet jatszd
gének policisztronos RNS-en kdédoltak. KifejezOdésiik szabalyozasa a transzlacié
és a transzkripcid kozvetlen fizikai kolcsonhatdasan alapszik. Mivel a
prokariétaknak nincs elkdldnilt sejtmagjuk, bennik a transzkripcié és a
transzlacié egyidejlleg zajlik. Ha van elegendgd triptofan a sejtekben, a triptofan
aminosav szintézisében szerepet jatszd gének el6tt elhelyezkedd, triptofan
kodonokat tartalmazo, attenuator régidé transzlaciéja gyorsan halad, és az atirt
MRNS belsd bazisparosodassal olyan hurok-konformacidt vesz fel, amely
transzkripcid terminaciét okoz, igy a megtermelt mRNS végil leszoritja magat
az RNS polimerazt a DNS-rdl. Alacsony triptofan koncentracié esetén azonban a
riboszomak lassan haladnak az attenudtor régidon, ekkor a naszcens mRNS
masodlagos szerkezete megvaltozik. Az RNS polimerdz messze megel6zi a
riboszdmakat az attenuator atirdsa utan. Ekkor kdzvetlenll az attenuator régio

utan atirt mRNS bels60 bazisparosodasaval kialakul egy alternativ
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&N

pedig tovabb folytathatja a triptofan szintéziséhez sziikséges fehérjéket kodolo

policisztronos mRNS atirasat.

Mivel az eukaridtakban a transzkripcié a sejtmagban, a transzlacié pedig a
citoplazmaban, egymastdl térben elvalasztva zajlik, igy hasonld egyszer(
szabalyozas a valddi sejtmagvas éldlényekben nem lehetséges. A transzkripcid
és a transzlacio attételesen azonban az eukaridtakban is allhat fizikai
kapcsolatban egymassal. 2011-ben a Cell folydiratban jelent meg az a munka
[2], amely az RNS polimeraz II Rpb4/Rpb7 (RNA polymerase B 4 és 7) dimerrdl
mutatta be, hogy a transzkripcid befejeztével levalhat a polimerazrél, és
citoplazmaban. Az Rpb4 citoplazmatikus szerepe néhany éve azonban vitatotta
valt. Egy késObbi kdzlemény szerint az Rpb4 és az Rpb2 fuzids fehérje is képes
menekiteni az Rpb4 mutdnsban tapasztalhatd valtozasokat mind az mRNS
szintézis, mind a transzlacié és a degradacié szintjén [3] annak ellenére, hogy
az ilyen fuzids fehérjével menekitett mutansban az Rpb4 fehérje elvileg nem tud
levalni a polimeraz II holoenzim komplexrdl. Korabbi kutatasaink alapjan ez az

ellentmondas feloldhatd, amelyre a kdvetkezd fejezetben térink ki.

A transzkripcié és az mRNS lebontas kapcsolatara szintén csak az utobbi
évtizedben derilt fény [4]. Ha a transzkripcié lelassul, az mRNS degradacio
mértéke is lecsokken, mig a transzkripcié gyorsuldsa a degradacid
fokozodasaval parosul. A jelenséget génexpresszids pufferhatasnak nevezziik.
Ez biztositja azt, hogy a sejtekben 1év6 6sszes MRNS mennyiség mindig allandé
maradjon. Azonban a transzkripcidos pufferhatas mechanizmusardl még
viszonylag keveset tudunk. Azt viszonylag kénny( belatni, hogy a transzkripcid
soran az mRNS-ekhez olyan egyéb fehérjék koétddnek (imprintalédhatnak),
amelyek késObb hatdssal lehetnek az érett mRNS-ek degradacidjara. Azt
azonban mar nehezebb elképzelni, hogyan m(ikddhet a forditott irdnyu hatas.

Hogyan hathat vissza az mRNS degradacio a transzkripcido mértékére? A Cramer
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laboratérium élesztében szisztematikusan megvizsgalta az mRNS degradacidoban
szerepet jatszé ismert szerepldk kiiktatdsanak transzkripcidra gyakorolt hatasat.
Eredményeik azt mutattak, hogy az Xrn1 (eXoribonuclease 1) mutansokban az
MRNS degradacié mértéke lecsokken, de azt nem kdveti a transzkripcios rata
csOkkenése olyan meértékben, ahogyan azt a tobbi vizsgdlt mMRNS
talaltak, hogy az Xrnl nem keresztkdthet6é a kromatinhoz, feltételezték, hogy
hatasat a transzkripciora nem kozvetlenil fejti ki. Ezzel 6sszecseng, hogy egy
globadlis transzkripcié represszor, az Nrgl (Negative regulator of glucose-
repressed genes 1) expresszidja megemelkedik xrn14 mutansokban, és ez igaz
két Ccr4-Not komplex mutansra is: ccr44 (Carbon catabolite repression 4) és a
caflA (Ccr4 associated factor) sejtekre, felfedve a transzkripcid és az mRNS

degradacié kozotti szabalyozas tovabbi szerepléit.

Mindezen eredmények egy komplex génexpressziét szabalyozd rendszer
jelenlétére utalnak. A legUjabb eredmények alapjan ugy tlnik, hogy a
transzkripcid, a transzlacio és az mRNS degradacié 6sszehangolasat egy szamos
fehérjét és egylttm(kdédd komplexet magaba foglalé masinéria tartja
ellendrzése alatt. Ennek a masinérianak egyik, vizsgalatunk célkeresztjébe

kerillt képviseléje a minden eukaridta sejtben megtalalhaté Ccr4-Not komplex.

Ccr4-Not komplex a génexpresszios pufferelés kulcsszereplodje

A Ccr4-Not komplex az eukariéta sejtek legfobb deadenilaza [6,7]. A komplex
legfontosabb funkcidjanak sokdig az mRNS-ek lebontasat tartottdk, annak
ellenére, hogy a komplex Not fehérjéit a transzkripciéra gyakorolt negativ
hatasuk alapjan fedezték fel [8-10]. Innen ered a nevik is: negative on TATA
less ered jelezve, hogy ezek a fehérjék a TATA box nélkili gének transzkripciojat
gatoljak. Kutatdcsoportunk svajci egyittmikddo partnereinkkel kozésen fényt
deritett arra, hogy a Ccr4-Not komplex a transzkripcid és a transzlacio
folyamatanak 0sszehangoldsaban is szerepet jatszik, tobbek kdzott azaltal, hogy

részt vesz az mMRNS polimerdaz II és a SAGA transzkripcios komplex
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kotranszlaciés 6sszeszerelésében [11,12].

A 12 alegységbdl allé RNS polimeraz II 6sszeszerelddése soran kimutattuk, hogy
annak tobb alegysége, kodztlik az Rpb2, nagy mennyiségben megtaldlhaté a
transzlaciot végzé riboszomakon [11]. A jelenség magyardzata az RNS
polimeraz II kotranszlacids oOsszeszerelddése. Transzkripcids blokk esetén a
polimeraz II alegységeire bomlik, a disszocialt alegységek eltavoznak a magbdl,
majd a citoplazmaban Ujra 6sszeszerel6dnek [13, 14]. A folyamat soran az Rpb1
alegység altalaban teljesen lebomlik, a riboszémakon (j Rpb1l fehérje irddik,
amely azutdn a tobbi alegységgel kotranszlacidosan szerel6dik 6ssze [11]. Az
Rpb2-Rpb4 flzids fehérje, habar ebben a formaban nem képes disszocialédni a
polimeraz holoenzim komplexrdl [3], mégis transzkripcids blokk esetén jelen
lehet a sejtmagon kivil is. SO6t, amennyiben az Rpb4 mRNS-hez vald
kotédésében egyéb fehérjék is szerepet jatszanak, azok az Rpb2-hoz fuzionalt
formaban, a citoplazmdban ugyanigy a szabdlyozott érett mRNS-ekhez
toborozhatjak az Rpb4-et, igy az Rbp2-Rbp4 fuzids fehérje is képes lehet
menekiteni az Rpb4 hianyat. Mivel a Ccr4-Not komplex kodlcsénhat az Rpb4-gyel
[11], hozza hasonldan a sejtmagban és a citoplazmaban is jelen van, ezért jo
jeldlt arra nézve, hogy az Rpb4 citoplazmatikus funkcidiban kdzrejatsszon. Ezt
a lehet6séget két tovabbi megfigyelés is valdszinlsiti. El6szor is a Ccr4-Not
komplex Notl alegységérdl kiderllt, hogy eddig nem ismert mddon szintén
szerint raadasul az Rpb4-altal regulalt mRNS-ek és a Not1-hez k6t6dé mRNS-ek
k6zott meglep6en nagy az atfedés [15, 16]. Masodsorban pedig a Ccr4-Not
komplex Not5 alegységének hidnyaban az Rpb4 stresszhatdsra sem képes
kilépni a sejtmagbdl [11]. A kutatasokbdl kiderllt az is, hogy transzkripcids
stressz soran a Notl a riboszémalis fehérjéket kédoldé mRNS-ekhez kotddik,
fokozva transzlacidéjukat, igy az atirddas hatékonysaganak novelésével
ellensulyozza a lelassult transzkripcidé génkifejez6désre irdanyuld negativ hatasat
[15].
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A Ccr4-Not komplexszel egyitt izolalhaté az mRNS polimerdz II és a SAGA
komplexeken kivil sok egyéb fehérjekomplex mRNS-e is [15], melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a Ccr4-Not komplex a&ltaldnos szerepe a
sztochiometrikus aranyban kifejez6dd fehérjék expressziéjanak szabalyozasa.
Hipotézislink szerint ez a komplex biztositja, hogy a fehérjekomplexek
alegységeibdl mindig azonos mennyiségl teljes hosszUsagu fehérje irdédjon at.
Ezaltal az O6sszeszereléshez sziikséges aktiv chaperon fehérjék felhasznalasa
sokkal gazdasagosabba valik, mivel a komplex alkoték egyidejl
sztochiometrikus atirodasa feleslegessé teszi a szabad monomerek megkotését.
A Ccr4-Not komplex a ma ismert legjobb jeldlt arra, hogy ezt a sokszinti
génexpressziot pufferel6 folyamatot koordinalja, hiszen jelent6ségét a
transzkripcid elongacidoban, a transzlacidban, valamint az mRNS lebontasban
szamos kozleményben bemutattdk mar [17-19]. A vizsgalatok folytatasat az is
indokolja, hogy kutatdsaink sordn a Notl génexpressziot puffereld hatasat a
transzkripcid és a transzlacid 6sszehangoldasaban, a riboszémalis fehérjéket

kddold gének esetében mar sikeresen bizonyitottuk [15].

A Notl szerepe a proteaszoma osszeszerelodésének szabalyozasaban

A legujabb kutatdsok szerint a Ccr4-Not komplex nemcsak az mMRNS-ek
proteaszOma integritasat is [20]. Mivel a proteaszoma degradalasra varod
poliubikvitinalt fehérjék végso lebontasat végzi, jelentds hatast gyakorol a mar
megtermelodott fehérjéknek az élettartamara is, igy gyakorlatilag az aktiv
proteaszdéma mennyisége hatdrozza meg a sejtek fehérjéinek atlagos
élettartamat. Kutatdsainkbdl kiderllt, hogy a proteaszdma Rptl és Rpt2
(Regulatory particle triple-A 1 és 2) fehérjéi proteotoxikus stresszhatasra Not1
tartalmu granulumokban gy(ilnek 6ssze [20]. Riboszéma footprinting kisérletek
ravilagitottak, hogy a Notl tartalmd granulumokban az Rptl és az Rpt2
transzlacidéja elakad, és csak akkor folytatddik, ha a fehérjék N-terminalisan
jelen lév6 hélixei kolcsOnhatasba kerlilnek egymassal. Vizsgalataink arra

engednek kovetkeztetni, hogy a kotranszlacids 6sszeszerel6dés jelentbsége
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kett6s. A folyamat nemcsak a két fehérje szoros és oldhaté formaban térténd
interakciéjat teszi lehet6vé, hanem szerepe lehet abban is, hogy
sztochiometrikusan azonos mennyiségl(i Rpt1l és Rpt2 transzlalédjon. Az Rptl és
Rpt2 fehérjék szomszédos fehérjék a proteaszéman belll, ennek ellenére
éleszt6-kéthibrid kisérletben nem mutatnak kolcsonhatast, és kilon termeltetve
nem oldhatdék [21, 22]. Véleményink szerint e jelenségek magyarazata, hogy
az Rptl és az Rpt2 hatékonyan kizarolag a fentiekben részletezett kotranszlacids
N-termindlis kolcsbnhatassal képesek egymassal kolcsOnhatasba I[épni.
Amennyiben ez nem torténik meg, a kilon-kilon termel6dott fehérjék olyan
alternativ. konformaciét vesznek fel, amely kolcsénhatasukat és a

proteaszOmaba vald beépilésiiket nem teszi lehetdvé.

Tovabbi érdekesség az Rptl és Rpt2 kotranszlaciés 0Osszeszerel6désével
kapcsolatban, hogy egyik fehérje N-terminadlisa sem tartalmaz masodlagos
szerkezeti elemeket, hanem csak Un. rendezetlen szerkezet(i fehérje régidkat.
Mivel az N-terminalisok delécidja drasztikusan lecsdkkenti a Notl tartalmu
granulumok kialakuldsat [20], ezeknek a régioknak funkcionalis szempontbdl
kiléndsen nagy jelent6séget tulajdonitunk. A granulumok természete egyeldre
még nem ismert, korabbi kutatdsi eredmények alapjan azonban azt
feltételezzik, hogy fazisatmenet kdvetkezményeképpen jonnek létre [20]. A
folyadék-folyadék fazisatmenet soran bizonyos makromolekuldk, altalaban
fehérjék, egy kritikus koncentraciot elérve, cseppé szeparalddnak a citoplazman
belll, ami végso soron egy Uj tipust kompartmentalizaciét hoz létre, egyrészrol
egy gélszerl folyadékfazisu cseppet, amiben nagyon magas a fazisszeparalt
fehérje koncentracidja, és egy masikat, a citoplazmat, amiben alacsony. A
fazisszeparacid szerepét a génexpresszid szabdlyozasaban igazan csak a
legutdbbi években kezdték felismerni és intenziven vizsgalni [23]. Vannak olyan
fehérjék, amelyek bizonyos partnerek jelenlétében vagy kovalens modositasok
bekbvetkezése esetén dnmagukban is fazisatmenetre képesek. A Dhh1 (DEAD
box helicase homolog) fehérje példaul ATP jelenlétében in vitro folyékony

cseppekké szeparalddik. A kisérletek szerint ezt a fazisatmenetet Notl
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hozzaadasaval fel lehet oldani.

A rendezetlen fehérjestruktirak fazisatmenetben bet6ltétt szerepét nemrégiben
tisztaztak [24]. A klasszikus nézet szerint egy fehérjének ahhoz, hogy a
funkcidjat megfeleléen el tudja latni, meghatarozott térszerkezetet kell
felvennie, amelyet az elsddleges szerkezet, az aminosavak sorrendje szab meg.
Az utdébbi évtizedekben egyre tdbb bizonyiték latott napvilagot arrdél, hogy ez
nem minden esetben van igy (lasd Tompa P. Biokémia XLIII/1: 49-53). Bizonyos
fehérjék bioldgiai funkcidjuk ellatasa soran nem feltétlenil egyetlen, jél definialt
szerkezetet vehetnek csak fel [25]. Kiderllt az is, hogy nem elszigetelt
jelenségrél van szd: az eukariota fehérjék kozel fele tartalmaz kisebb-nagyobb
meéret( rendezetlen régidkat, melyek gyakran fontos szabalyozd és jelatviteli
szerepet toltenek be [26]. Dinamikusan valtozd szerkezetiik lehetdvé teszi
szamos ligand megkotését, fehérje-fehérje interakcié kialakitdsat, tovabba
gyakran tartalmaznak poszt-transzlaciés maodositasokat. Mindezen
tulajdonsagaiknak ko&szonhetéen a rendezetlen fehérjék szamos interakcios
partnerrel rendelkeznek, ami a sejtfolyamatok szabalyozasanak egyik

kulcselemévé teszi Oket [27, 28].

Mivel az Rptl és Rpt2 rendezetlen N-terminalisainak delécidéja esetén sem
alakulnak ki Notl granulumok, tovabb erfsitve a gyanut, hogy a Notl
granulumok a proteaszOma 0Osszeszerel6dés hatékonysaganak ndvelése
érdekében fazisszeparacioval képzddnek, mely folyamatban a rendezetlen N-
termindlis strukturaknak alapvetdé jelentdosége van. A proteotoxikus
stresszhatdsra megjelend Notl tartalmi granulumokat asszembliszémaknak
neveztlk el [20]. Stresszhatdsra néhany fehérje koncentracidja rovid ido alatt
jelentdsen megnovekedhet a citoplazmaban. A stresszhatas elmultaval a
feleslegessé valt, a stresszvalaszban szerepet jatszé fehérjéket valahogyan
inaktivalni kell. Jelenlegi elképzeléseink szerint ez nem feltétlenll jelenti azt,
hogy el kell 6ket tavolitani vagy le kell 6ket bontani. Kézenfekvdé megoldas a sejt

részérol a megtermelt fehérjék legalabb egy részét fazisszeparacioval
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elklloniteni a citoplazmatdl, hogy U(jra bevethetok legyenek ismételt
stresszhatas esetén. Egy ilyen tipusu szabalyozasnak a stressz granulumoktdl és
P-testekt6l eltér6, nemrég felfedezett modja a Notl asszocidlt mRNP
granulumokhoz, az altalunk asszembliszdmaknak nevezett strukturakhoz
kothet6 [20].

Perspektiva: fazisatmenet, mint molekularis memoria

Arra kerestiik a valaszt, hogy milyen mechanizmussal torténhet a fehérjék
fazisatmenete, mennyire altalanos jelenség ez a sejtek stresszre adott valasza
soran, és a jelenség jatszhat-e szerepet a tobbtagu fehérjekomplexek
szintézisének szabadlyozasaban, eldsegitheti-e a termel6dd alegységek

mennyiségének 6sszehangolasat.

Els6 |épésben megvizsgaltuk, hogy milyen gyakran teljesiiinek elméletileg azok
a feltételek, melyek kisérleteink szerint lehetdvé teszik a fazisszeparaciét az
egymassal kapcsoldédni képes fehérjék esetében. Ennek érdekében
kisérleteinkhez a megfelel6 jeldltek kivalasztdsat az élesztd Osszes
fehérjekomplexének szisztematikus bioinformatikai elemzésével kezdtiik. Olyan
fehérjéket kerestlink, amelyek nagy kiterjedésli rendezetlen régioval
rendelkeznek az N-terminadlisukon (min. 50% az elsé 50 aminosav esetében). A
rendezetlen régidk predikcidjat két fliggetlen mddszerrel is megerésitettik [29,
30]. Ezenfelll kivalasztottuk azokat a peptideket, amelyek potenciadlisan
ubikvitindlédhatnak, azaz a rendezetlen régidn belil hordoznak lizin
aminosavakat. Az ubikvitildlhatésagot a jelolt fehérjék tovabbi szlkitésére
hasznaltuk. Elméletiink szerint a riboszoma-naszcensfehérje-komplexek
fazisszeparacidjanak tovabbi feltétele, hogy a transzlaci6é a fehérje N-
termindlisdnak szintézise utan lealljon, vagy legalabb lényegesen lelassuljon.
Elesztdben 17 olyan konzervalt kodonpart azonositottak, amelyek a transzlacio
idGleges ledllasahoz vezethetnek [31]. Jeloltjeink kivalasztasanal figyelembe
vettlik ezen kodonparok feldusuldsat is, els6sorban az mRNS-ek rendezetlen

N-termindlisahoz kozel esd régidkban. Konnyd belatni, hogy amikor sok ilyen
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fehérje transzlalddik egyidejlleg, a ritka kodonokhoz illeszkedd ritka tRNS-ek
hidnya |éphet fel, ami a transzlacid lassuldsahoz vagy teljes lealldsahoz
vezethet, és ez a feltételezett riboszéma-naszcensfehérje-komplexek
fazisszeparaciéjanak kedvezhet. Rd&adasul stresszhatds esetén néhany
géntermék jelent6s tulsulyba kerilhet, ebben az esetben a fazisatmenet
védekezésképpen is hathat: elkllonitheti egy riboszoma-naszcensfehérje-
komplexeket tartalmazé cseppben azokat az mRNS-eket, amelyek kivonnanak

a forgalombdl ritka tRNS-eket, és ezaltal toxikussa valnanak.

A fenti szlrési moddszerrel kapott fehérjéknek a sejtben bet6ltott szerepét
ellendriztik. A jeldlt fehérjéket tartalmazo listaban a kdrnyezeti stresszre adott
valaszban szerepet jatszé fehérjék feldlsulasat tapasztaltuk. Ezek a talalatok
kalonosen érdekeltek benninket, hiszen a gyakran visszatérdo kornyezeti
stresszhatdsok esetében, amilyen példaul a napsugarzas, alapvetd jelentésége
lehet a fazisatmenetnek a valaszreakcio felgyorsitasaban. Az els stresszhatasra
mindenképpen be kell inditani a teljes génexpresszids kaszkadot, vagyis
egyarant fokozni a stresszhatas elleni védekezésben szerepet jatszéd gének
képz6dott mRNS-ek lebomlas helyett fazisszeparalédnak az Oket transzlald
riboszémakkal oly mddon, hogy a transzlacidjuk megindul, de megall abban a
fazisban, amikor a riboszémak mar rovid naszcens fehérjéket logatnak Ki
magukbdl, akkor egy kovetkezd stresszhatdsra mar csak a transzlaciot kell
befejezni, jéval gyorsabb stresszvéalaszt téve lehetové, ami oridsi evollcids
elényodkkel jar. Elméletben a transzlacié folytatdsat egyetlen aktivalt partner
megjelenése is kivalthatja, de a fazisszeparalt allapot feloldasanak egyéb maddjai

is elképzelhetbéek (1. abra).

Ezzel 6sszhangban all egy nemrégiben megjelent kézlemény, amelyben a Not4
szerepét irtdak le az RNS polimeraz II Rpbl alegységének ubikvitilaciéjaban
genotoxikus stressz hatasara [32]. A Not4 egy E3-RING ubiquitin ligaz domént

tartalmaz [33]. Feltételezéslink szerint a rendezetlen N-terminalison jelen |év6
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lizinek ubikvitinacidja olyan poszt-transzlacios mddositas, amely fontos szerepet
tolthet be a fazisatmenetben. A riboszomakbodl kilégd rendezetlen naszcens
fehérje-lancok és a riboszomak rendezetlen N-terminalisainak kdlcsonhatasaban
a monoubikyvitinacié is fontos szerepet kaphat (1. dbra). A riboszéma alegységek
kozt szintén taladltunk rendezetlen N-terminadlissal rendelkez6é fehérjéket, ami
arra utal, hogy ezek a fehérjék is aktivan részt vehetnek a fazisszeparacios
komplex kialakulasaban. Az ubikvitinacidt korabban mar dsszefliggésbe hoztak

a fazisatmenettel [34].

0.0 / ’ f
o ogﬂ':}-* 06 &)
J/’, @ -~ \I /- . o N
f N ®e
Not1 3 )

1. abra. Fazisszeparalt riboszéma-naszcensfehérje-komplexek felolvadasanak
elméleti modelije kotranszlaciés fehérjedsszeszerelédés soran. Az mRNS a fazis-
szeparalt granulumok belsejében helyezkedik el, védve az RNS lebonté folyamatoktdl. A
riboszémak (z6ld) és a belbliik kilogd naszcens fehérjelancok (kék) monoubkvitinalédva (Ub)
alakitanak granulumokat. A naszcens fehérjék rendezetlen N-terminalisai monoubikvitinalédva
a granulumok felszinén varjak az interakcios partner megjelenését, hogy sztéchiometrikus
maodon, kotranszlacids folyamatban szerel6dhessenek Gssze.

A monoubikvitinacié fazisatmenetben betdltétt szerepét kilondsen érdekessé
teszi, hogy a stresszhatds elmultaval a feleslegessé valt, a stresszvalaszban
szerepet jatszo naszcens fehérjék gyakran poliubikvitinalédnak, lebomlanak. A
képzddott poliubikvitin lanc azonban késGbbiekben monoubikvitin forrasként
szolgalhat a riboszdmak és az altaluk transzlalt naszcens fehérjék hatékonyabb
fazisszeparaciéjahoz. A Not4 érintettsége ebben a deubikvitinacios-

monoubikvitinacidés folyamatban is felmeril. A Not4-r6l mar ismeretes, hogy
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I TUDOMANYOS CIKK

az riboszéma [35], ennek a

monubikvitinaciénak a pontos szerepe azonban még nem ismert. A naszcens

monoubikvitilalja Rps7a alegységet
fehérjelancok ubikvitinaldodasat altalaban fehérje érési folyamatokkal hozzak
Osszefliggésbe. Ez 0Osszecseng a mi elméletiinkkel, hiszen amennyiben a
monoubikvitindcié hidnya gatolhatja a fazisszeparacidét, a fenti kotranszlaciés
folyamatok, valamint a komplexek sztochiometrikus 6sszeszerel6dése egyarant

cs6dét mondhat, ami rendellenes fehérje éréshez vezethet.

>P06838 DNA repair protein RADI1O0

MNNTDPTSFE SILAGVAKLR
DSKATDDYNR KRPFRSTRPG
TYHKLYVDYI SRRMQPLSRN

>P35187 ATP-dependent

KEKSGADTTG SQSLEIDASK
KTVLVNTTQK ENPLLNHLKS
ENNILIFIVD DNNSEDTLND

helicase SGS1

MVTKPSHNLR
GPTNTATEKQH
SLVENDSSRN
DAKRLQLSRD
RNSNLTSTTA

REHKWLKETA
EVMQTLSNDT
LGSRNNNKSV
IRPQLSNMSI
TTVIKALAIT

TLQEDKDEFVF
EWLSYTATSN
IDNSSIGKQL
RIDSLEKEII
GAKQNITNNT

>P28519 DNA repair protein RAD14

MTPEQKAKLE
PSALANTNTN
NSDETDDQEF
QVCKQCSKEH
WGGEEGLDEE
GYQIQRRRCT

ANRKLAIERL RKRGILSSDQ
TTSLYGSGVV DGSKRDASVL
ESEFGSKKQK TLQDWKKEQL
PEKYALLTKT ECKEDYFLTD
WQRREEGKAH RREKKYEKKI
DCGLETEEID I

QAIQKHIANK
QYADVPMVDI

ENDIKLEVIR
KAKKDGMSKD
GKNSNNDSNN

LNRIESRNEP
DKRPTDRIRP
ERKMLYENAP
PELNDEDLFH
KEMRLKTRAQ

LOQQEPQTSR
TNWRYVSSTG
ITKLCMENGF

RPKTNSPPTT
PASTSVVSNP
LQGSLIMALK
QSKGRSQVSS
DDLIQVLDDE

LEKTRPLAVTS
SIRKQDYIEY
PPEHISKAPK
RLEKPNPHSG
EYTNRLRERK

RINSNQVINA
INMIYYDYLV
TLLLAFNFEQ

PSKDECGPGT
RTPNGSKTHN
EQSKLLLQKC
QDDNIISSIL
DDIDCDPPVI

GSNRDDNAAA
DFATMONLNG
CIECHINIEM
TFARMQLFVR
HGRKAHIHHFS

FNQQKPEEWT
RGRSVLFLTL
AAKYIEYLNL

TNFITSIPAS
FNTFRPHMAS
SIIESTSLSE
PSPLEYNTSS
LEKEGAPHSPA

AVHVPNHNGQ
GYINPKDKLP
DPVLHDVFKL
CEVEAFAFKK
DPVDGGIDED

2. abra Az UV-hatasra kialakulo stresszvalaszban szerepet jatszé potencialisan fazis-
szeparalédo fehérjék. A fehérjék N-termindlisai er6s rendezetlenséget mutatnak (kék),
valamint a transzlaciot leallité kodonparok is megtalalhatok bennik (sarga). Mindegyik fehérje
rendelkezik tovabba az ubikvitindcidhoz szlikséges lizin aminosavakkal N-terminalis rendezetlen

régidikban (K).

A stresszvalaszban

fazisszeparaciéjanak megismerése, annak kozvetlen gyakorlati jelentOsége

sugarzas  okozta szerepet jatsz6  komplexek

miatt, kilondsen fontos szamunkra. Amennyiben bebizonyosodik, hogy a
fazisszeparacio jelensége az éldvildgban altaldnosan jelen 1évo szabalyozé
mechanizmus, jogosan feltételezhetjik, hogy magasabbrendl eukaridétakban is
hasonld folyamatok mennek végbe. A szabdlyozas pontos megismerésének
kozvetlen human vonatkozasai is lehetnek. Az asszembliszémak I|étrejotte

befolyasolhatja a rdkos betegek sugarterapiara adott valaszat. Magyarazatot
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adhat arra, hogy egyes tumorsejtek miért valnak id6vel rezisztenssé a
sugarterapiaval szemben, és miért tapasztalunk bizonyos esetekben a kezdeti
sikerek utan komoly visszaesést a kezelés hatékonysagdban. Sugarterapiara
rezisztens daganatsejteknél éppen a fazisszeparacio lehet az ok, ami miatt az
egymast kovetd kezelések utan rezisztencia alakul ki. Az 1,6-hexandiolrdl
kimutattak, hogy gatolja a fehérjék fazisatmenetét [36], ami lehetdséget ad,
hogy sejtvonalakon igazoljuk a jelenség szerepét a sugarkezelés kdvetkeztében
kialakuld rezisztencidra. Tavlati terveink kozott szerepel vizsgalataink

kiterjesztése human tumorsejtvonalakra.

Bioinformatikai elemzéseink eredményei harom jeldlt fehérje kivalasztasahoz
vezettek. A fehérjék mindegyike szerepet jatszik az UV okozta stresszre adott
valaszban, mRNS és fehérje szekvencidjuk pedig maradéktalanul megfelel a
fentebbiekben részletezett kritériumoknak, ami erds indikaciét jelentett arra,

hogy fazisszeparacios szabalyozas alatt allhatnak.

Pilota kisérlet

Elméletiink alatamasztasa céljabol az 1,6-hexandiol fazisszeparaciéra gyakorolt
negativ hatasat vizsgaltuk élesztdn ismételt stresszhatas utani tulélési tesztben.
Stresszhatasnak az UVB sugarzast valasztottuk, mert bioinformatikai
elemzésiinkben UV sugarzas elleni védelemben szerepet jatszé komplexek
fehérjealegységeit azonositottunk. A kivalasztott fehérjék N-termindlisai
jelent6sen rendezetlen riboszéma veszteglési kodonparokat tartalmaznak a 30.
aminosavat kodolok utan. Ez mar lehetdvé teszi, hogy a rendezetlen N-
terminadlisaik kildogjanak a riboszémabol (2. abra), mivel a 30 aminosavnal
rovidebb peptidek a riboszdman belll rejtve maradnak, csak az ennél

hosszabbak bujnak eld a riboszoma fehérje kijarati alagutjabdl [37] (2. abra).

Exponenciadlis novekedésbe [ép6 élesztd kulturakat UV sugarzasnak tettink ki,
majd 10 percre sotétbe helyeztilk Oket, hogy a stresszhatdas elmultaval

kialakulhassanak bennik az asszembliszomak. Az egyik mintdba 5%
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végkoncentraciéban etanolban oldott 1,6-hexandiolt adtunk kozvetlenll az UV
kezelés utan, hogy a feltételezett fazisszeparacié gatlasaval megakadalyozzuk
az asszembliszomak kialakulasat. A masik mintahoz csak az 1,6-hexandiol
kezeléssel megegyez0 térfogatu tiszta etanolt adtunk. Tiz perc s6tétben térténd
inkubaciot kovetéen Ujra UV sugarzasnak tettik ki mindkét mintat, majd
spot-teszttel vizsgaltuk a kezelt mintakban Iévd élesztok tulélését 10, 100, 1000
és 10000-szeres higitasban (3.A abra). A kisérletet ugyanazon a sejtkultdran
végeztik. Kontrolként megvizsgaltuk az UV kezelést egyaltalan nem kapo,
kizardlag tiszta etanollal, illetve csak 1,6-hexandiollal kezelt sejtkulturak
életképességét is. A kisérletet kovetd 30 °C-os inkubaciot sotétben és fény
jelenlétében is elvégeztiik. Az elObbi esetben a spot-teszteket és a koldénidk
novesztését is végig sotétben végeztik. Erre azért volt szilkség, mert ismeretes,
hogy egyseijtliekben létezik egy lathatdé fény altal indukalhatd DNS hibajavito
rendszer [38]. A jelenséget kihasznaltuk az 1,6-hexandiol toxikus hatasanak

felderitésében is (3. abra).

Anyagok és mddszerek
Vad tipusu élesztOsejtekkel (L40) kisérleteztiink standard YPD folyékony és

szilard taptalaj felhasznalasaval. Minden UV besugarzas 2 percig tartott (18

mJ/cm?2 dozis). Exponencialis novekedésbe |ép6 900 pul folyékony sejtkul-
turakkal (0,4 ODgoo) 2 cm atmérdjd Petri csészében végeztiik a kezeléseket. Az
1,6-hexandiolt (SIGMA) 5% végkoncentracioban adtuk 100 pl etanol
kozvetitésével. Az 1,6-hexandiollal nem kezelt sejtekhez ugyanabban az
idépontban, mint amikor az 1,6-hexandiolt alkalmaztuk, 100 pl tiszta etanolt
adtunk az els6 UV kezelés utan. A masodik UV kezelést 10 perc sotétben torténo
inkubacid utan végeztik. A kezeléseket szobah6n, sotét szobaban végeztik, 4
egymast kovetdé 10x-es higitas utan 5 ul-t cseppentettiink minden higitasbdl
szilard, el6szaritott taptalajra gyenge sarga fénynél. Ezutan vagy sététben, vagy
vildgosban inkubaltuk a szilard taptalajra cseppentett higitdsokat egy napig, 30

°C-on.
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Eredmények

Ismétlodd UV kezelés karositd hatdsat az 1,6-hexandiol fokozza, ebben az
esetben a tulélok szama jelentdsen lecsokken. Az 1,6-hexandiol UV kezelés
nélkul is kismértékl toxikus hatassal bir, de az UV karosodas mértékét az
1,6-hexandiol kezelés sokkal jelent6ésebben, legaldbb tovabbi egy
nagysagrenddel fokozta (3.B abra, kilonbség a 3. és 4. sor kozott). Ez a hatas
nem volt kimutathatd, ha a kisérleteket lathaté fényben végeztik (3.C abra).
Ismert, hogy lathatd fényben bekapcsol egy fény indukdlt DNS hibajavito
rendszer [38]. Mivel fény jelenlétében a mintakban nem volt kilénbség az
1,6-hexandiollal kezelt és nem kezelt mintdk UV érzékenységében,
kijelenthetjik, hogy az 1,6-hexandiol az UV altal indukalt DNS hibak kijavitasat
csak akkor befolyasolja, ha a fény indukalt hibajavité rendszer nem mikodik.
Mivel egyszeri UVB sugarzas alkalmazasa esetén nincs kilénbség az 1,6-
hexandiollal kezelt vagy nem kezelt, soOtétben novesztett sejtek UV
érzékenységében, uUgy gondoljuk, hogy az 1,6-hexandiol kizardlag az
asszembliszémak kialakulasanak gatlasan keresztil fejti ki érzékenyitd hatasat
(3.D abra, nincs szignifikans kilénbség a sejtek szamaban egyetlen UV kezelés
utan). Ez alatamasztja feltételezéslinket, hiszen gy gondoljuk, hogy a masodik
UV kezelés az, ahol a mar elOre elOkészitett fazisszeparalt asszembliszémakkal
és az ezekben tarolt, részlegesen transzlalt stresszfehérjékkel rendelkezd sejtek
jelent6s elénybe kerllhetnek azokkal a tarsaikkal szemben, akiknek ismételt
besugarzas esetén Ujbdl meg kell termelnitik a stresszfehérjéket kédold mRNS-
eket és (jbdl elinditani a teljes transzlacios folyamatot az 1,6-hexandiol
fazisszeparaciét gatlé hatdsa miatt. Mivel az 1,6-hexandiol kezelés csak a
sOtétben novesztett sejtek ismétlddé UV besugarzdsa esetén csokkentette a
tulélést, ugy véljik, hogy az 1,6-hexandiol érzékenyit6 hatdsa kdzvetlenil a
DNS hibajavitd mechanizmusok gatlasan keresztlil valosul meg, és azt a lathato
fényben minden esetben indukalédé DNS hibajavitasi kaszkad aktivalédasa

szupresszalja (3.A, B és C abra).
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Konkluziok

Kisérleteink és az irodalomban fellelhet6 adatok egyarant tadmogatjak azt a
kiindulasi  elképzelésiinket, hogy létezhet egy olyan, riboszéma-
naszcensfehérje-komplexek fazis-szeparacidjan alapuld, génexpresszids
szabalyozasi rendszer, amely rendkivil gyorsan valaszolhat a sejtek potencialis
karosodasat eredményez0 kilsd vagy bels6 stresszhatasokra. A stresszvalasz
felgyorsitasa jelent8sen javithatja a sejtek tulélési esélyeit.

UV ki
A +1,6 Hexandiol
vagy
etanol
2 perc 10 perc sotét l 2 perc Drop teszt sététben v.
vilagosban

UV be

1.UV kezelés 2.UV kezelés

Kezeletlen

2 x UV

1,6 Hexandiol
2 x UV

+
1,6 Hexandiol

Kezeletlen

2 x UV

1,6 Hexandiol

2 x UV

+
1,6 Hexandiol

D

Kezeletlen

1 x UV

5% 1,6 Hexandiol

1x UV
+
5% 1,6 Hexandiol

Fénytol elzarva

3. abra. Az 1,6-hexandiol és az UVB sugadrzas hatdasa a sejtek életképességére. A) A
kisérlet menete, B) Az A szerinti sémaval sététben kezelt és nbvesztett élesztésejtek
névekedése 10, 100, 1000 és 10000-szeres higitasban vizsgalva. C) Ugyanaz, mint B, csak a
koldniak lathatd fény jelenlétében fejlédtek. D) Az els6 UV kezelés utan kezelt sejtek egybd!
lemezre keriiltek, és sététben novekedtek.
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Elméletileg akar  teljes  génszabalyozasi-kaszkadok is  épllhetnek
fazisszeparacios szabalyozasra. Konnyld ezt belatni, ha figyelembe vesszik,
hogy az Rptl-Rpt2 kotranszlacids interakcidjahoz hasonlatosan a partnerek
jelenléte 0nmagadban elég lehet az elakadt transzlacié folytatdasahoz és a
gélszerld allapotbdl vald kivalashoz, mas széval a fazisszeparalt allapot
felolvadasahoz. A fazisszeparalt granulumokban tarolt fehérjék egy részének
eltdvozdsa azonban nem szikségszerlen okozza maganak a granulumnak a
teljes felolvadasat. Nem zarhatjuk ki, hogy akar kilénb6z6 komplexek
alegységeit tartalmazo részlegesen transzlalt fehérjék is tarolddhatnak egyetlen
granulumon beltl. Mikor Ujbdl indukdlédik valamely stresszkomplex
transzkripcidja, a mar részlegesen megtermelodott tagok fehérjéinek a
riboszomakrdl kilogd N-terminadlis doménjei kapcsolddhatnak az Ujonnan
termel6détt vagy mas moddon aktivalt partnereikkel, ami kivalthatja a
transzlacios blokk feloldasat. Ez esetben csak azok a riboszomak valnak ki a
granulumbodl, amelyek a részlegesen mar atirt naszcens fehérje partnert
tartalmazzak. A folyamat végén az immar teljesen atirt fehérje, partneréhez
kotranszlacidsan kapcsolddva, elhagyhatja a riboszomat, magadnak a
fazisszeparalt kompartmentnek a megzavarasa vagy megsziinése nélkil. Ilyen
értelemben a fazisszeparalt granulum egy sejtmagon kivili kdrnyezeti hatasra
aktivalddd, sokféle valaszra képes entitasként mikodhet. Az ilyen 6sszetett, az
asszembliszdmakhoz hasonld fazisszeparalt kompartmentumok a koérnyezeti
hatdsokra azonnal reagalni képes, semmilyen tovabbi szignalizaciét nem
igényl6, robosztus, automatikusan mU{kddo, értelmezé kozpontként s
felfoghatdk. Az egyszer(bb felépitésli, csak egyazon komplex két kilénboz6
egymashoz kapcsolddé alegységét tartalmazd asszembliszomak pedig
megteremtik az elméleti lehetdségét a fehérjekomplex sztdchiometrikus modon

torténo kotranszlacids 6sszeszerel6désének (1. abra).

Egy bizonyos: a felvetddott lehet6ségek kisérletes vizsgalata rengeteg érdekes
felfedezést hozhat mindazoknak, akik kivancsiak a fazisszeparacidoban részt vevo

Uj szereplok azonositasara, a folyamat részleteinek és mechanizmusanak
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megismerésére és motivaltak ennek az Ujszerd, kevéssé ismert, de rendkivdil
sokoldalian alkalmazhat6 elméleti génexpresszids szabalyozasi lehetéségnek a

részletesebb felderitésére.
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