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A GÉNKIFEJEZŐDÉS KÖRKÖRÖS SZABÁLYOZÁSÁTÓL,
FÁZISÁTMENETEN KERESZTÜL,

A GENOTOXIKUS HATÁSOK ELLENI VÉDELEMIG

Összefoglalás

A génkifejeződés különböző szintjeinek működését egy sok fehérjét magába

foglaló masinéria hangolja össze. Tagjai több génkifejeződési szint

szabályozásában is részt vesznek, ami megnehezíti sokoldalú szerepük

megismerését. A szakirodalom sok esetben éveken át kizárólag az egyes

szabályozó fehérjék elsőként felfedezett funkciójára összpontosít. Így volt ez a

Ccr4-Not komplex esetében is, amely az mRNS lebontásában betöltött szerepe

miatt, mint az eukarióták legfőbb deadeniláza volt ismert. Cikkünkben

áttekintést adunk az utóbbi öt év Ccr4-Not komplexszel kapcsolatos

felfedezéseiről. Bemutatjuk, hogy az eukarióták legfőbb deadeniláza a

transzlációban és a fehérjekomplexek összeszerelődésében is kulcsszereplő.

Ezek az új felfedezések önmagukon túlmutatva a génkifejeződés körkörös

szabályozásának középpontjába helyezik a transzlációt és a kotranszlációs

összeszerelődési folyamatokat.  Ebből kifolyólag itt vetjük fel először egy

fázisátmeneten alapuló, fehérjekomplex-összeszerelődést szabályozó

génexpressziós lépés létezését, amelynek jelentősége sejtésünk szerint a gyors

stresszválaszban rejlik. Élesztősejtek növekedésén mutatjuk be, hogy a fehérjék

fázisszeparációját gátló 1,6-hexándiol ismételt UV kezelés hatására toxikus

hatású, ha a sejtekben nem engedjük működni a fény által indukálódó DNS

hibajavító mechanizmusokat. Kitekintésünk egy fehérjekomplex-alegységek

fázisátmenetén alapuló molekuláris memória felfedezésével kecsegtet, amely

különösen jelentős lehet a DNS károsító hatások elleni védekezésben, ugyanis a

transzkripciótól kezdett stresszválasz, nyilvánvaló okból kifolyólag, nem

biztosíthat megnyugtató védelmet a sejt számára.
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Bevezetés

A molekuláris biológia centrális dogmája évtizedek óta meghatározza azt,

ahogyan a génkifejeződésről gondolkodunk. Az eukariótákban ez a folyamat a

sejtmagban kezdődik a gének bekapcsolásával és a transzkripció

inicializációjával, majd a citoplazmában ér véget az érett fehérjék, összeszerelt

komplexek elkészültével. A folyamat, amelynek főbb lépései a transzkripció, az

mRNS érés, a sejtmagi mRNS export, az mRNS szállítása és raktározása, a

transzláció és a fehérjék transzláció utáni érése és bomlása, lelki szemeink előtt

láncolatként, lineárisan jelenik meg. A tudomány, a centrális dogma alapján, a

génkifejeződés különböző lépéseit és ezek szabályozását először a rendszer

összefüggéseitől megfosztva, élő kontextusukból kiragadva, külön-külön írta le.

A génkifejeződés különböző szintjein lévő folyamatok kölcsönhatása, a köztük

fellépő visszacsatolási mechanizmusok vizsgálata csak napjainkban került

előtérbe.

A transzláció közvetlen szabályozó hatása a transzkripcióra már régóta

bizonyított. Klasszikus példa a prokariótákban 1981-ben felfedezett attenuáció

folyamata [1]. -ban a triptofán szintézisében szerepet játszó

gének policisztronos RNS-en kódoltak. Kifejeződésük szabályozása a transzláció

és a transzkripció közvetlen fizikai kölcsönhatásán alapszik. Mivel a

prokariótáknak nincs elkülönült sejtmagjuk, bennük a transzkripció és a

transzláció egyidejűleg zajlik. Ha van elegendő triptofán a sejtekben, a triptofán

aminosav szintézisében szerepet játszó gének előtt elhelyezkedő, triptofán

kodonokat tartalmazó, attenuátor régió transzlációja gyorsan halad, és az átírt

mRNS belső bázispárosodással olyan hurok-konformációt vesz fel, amely

transzkripció terminációt okoz, így a megtermelt mRNS végül leszorítja magát

az RNS polimerázt a DNS-ről. Alacsony triptofán koncentráció esetén azonban a

riboszómák lassan haladnak az attenuátor régión, ekkor a naszcens mRNS

másodlagos szerkezete megváltozik. Az RNS polimeráz messze megelőzi a

riboszómákat az attenuátor átírása után. Ekkor közvetlenül az attenuátor régió

után átírt mRNS belső bázispárosodásával kialakul egy alternatív
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hurokstruktúra, mely megakadályozza a transzkripció terminációját, a polimeráz

pedig tovább folytathatja a triptofán szintéziséhez szükséges fehérjéket kódoló

policisztronos mRNS átírását.

Mivel az eukariótákban a transzkripció a sejtmagban, a transzláció pedig a

citoplazmában, egymástól térben elválasztva zajlik, így hasonló egyszerű

szabályozás a valódi sejtmagvas élőlényekben nem lehetséges. A transzkripció

és a transzláció áttételesen azonban az eukariótákban is állhat fizikai

kapcsolatban egymással. 2011-ben a Cell folyóiratban jelent meg az a munka

[2], amely az RNS polimeráz II Rpb4/Rpb7 ( ) dimerről

mutatta be, hogy a transzkripció befejeztével leválhat a polimerázról, és

bizonyos mRNS-ekhez kötődve segítheti azok transzlációját és degradációját a

citoplazmában. Az Rpb4 citoplazmatikus szerepe néhány éve azonban vitatottá

vált. Egy későbbi közlemény szerint az Rpb4 és az Rpb2 fúziós fehérje is képes

menekíteni az Rpb4 mutánsban tapasztalható változásokat mind az mRNS

szintézis, mind a transzláció és a degradáció szintjén [3] annak ellenére, hogy

az ilyen fúziós fehérjével menekített mutánsban az Rpb4 fehérje elvileg nem tud

leválni a polimeráz II holoenzim komplexről. Korábbi kutatásaink alapján ez az

ellentmondás feloldható, amelyre a következő fejezetben térünk ki.

A transzkripció és az mRNS lebontás kapcsolatára szintén csak az utóbbi

évtizedben derült fény [4]. Ha a transzkripció lelassul, az mRNS degradáció

mértéke is lecsökken, míg a transzkripció gyorsulása a degradáció

fokozódásával párosul. A jelenséget génexpressziós pufferhatásnak nevezzük.

Ez biztosítja azt, hogy a sejtekben lévő összes mRNS mennyiség mindig állandó

maradjon. Azonban a transzkripciós pufferhatás mechanizmusáról még

viszonylag keveset tudunk. Azt viszonylag könnyű belátni, hogy a transzkripció

során az mRNS-ekhez olyan egyéb fehérjék kötődnek (imprintálódhatnak),

amelyek később hatással lehetnek az érett mRNS-ek degradációjára. Azt

azonban már nehezebb elképzelni, hogyan működhet a fordított irányú hatás.

Hogyan hathat vissza az mRNS degradáció a transzkripció mértékére? A Cramer
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laboratórium élesztőben szisztematikusan megvizsgálta az mRNS degradációban

szerepet játszó ismert szereplők kiiktatásának transzkripcióra gyakorolt hatását.

Eredményeik azt mutatták, hogy az Xrn1 ( ) mutánsokban az

mRNS degradáció mértéke lecsökken, de azt nem követi a transzkripciós ráta

csökkenése olyan mértékben, ahogyan azt a többi vizsgált mRNS

degradációjában szerepet játszó fehérje mutációja esetén látták [5]. Mivel azt

találták, hogy az Xrn1 nem keresztköthető a kromatinhoz, feltételezték, hogy

hatását a transzkripcióra nem közvetlenül fejti ki. Ezzel összecseng, hogy egy

globális transzkripció represszor, az Nrg1 (

) expressziója megemelkedik mutánsokban, és ez igaz

két Ccr4-Not komplex mutánsra is: ( ) és a

( ) sejtekre, felfedve a transzkripció és az mRNS

degradáció közötti szabályozás további szereplőit.

Mindezen eredmények egy komplex génexpressziót szabályozó rendszer

jelenlétére utalnak. A legújabb eredmények alapján úgy tűnik, hogy a

transzkripció, a transzláció és az mRNS degradáció összehangolását egy számos

fehérjét és együttműködő komplexet magába foglaló masinéria tartja

ellenőrzése alatt. Ennek a masinériának egyik, vizsgálatunk célkeresztjébe

került képviselője a minden eukarióta sejtben megtalálható Ccr4-Not komplex.

Ccr4-Not komplex a génexpressziós pufferelés kulcsszereplője

A Ccr4-Not komplex az eukarióta sejtek legfőbb deadeniláza [6,7]. A komplex

legfontosabb funkciójának sokáig az mRNS-ek lebontását tartották, annak

ellenére, hogy a komplex Not fehérjéit a transzkripcióra gyakorolt negatív

hatásuk alapján fedezték fel [8-10]. Innen ered a nevük is: 

 ered jelezve, hogy ezek a fehérjék a TATA box nélküli gének transzkripcióját

gátolják. Kutatócsoportunk svájci együttműködő partnereinkkel közösen fényt

derített arra, hogy a Ccr4-Not komplex a transzkripció és a transzláció

folyamatának összehangolásában is szerepet játszik, többek között azáltal, hogy

részt vesz az mRNS polimeráz II és a SAGA transzkripciós komplex
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kotranszlációs összeszerelésében [11,12].

A 12 alegységből álló RNS polimeráz II összeszerelődése során kimutattuk, hogy

annak több alegysége, köztük az Rpb2, nagy mennyiségben megtalálható a

transzlációt végző riboszómákon [11]. A jelenség magyarázata az RNS

polimeráz II kotranszlációs összeszerelődése. Transzkripciós blokk esetén a

polimeráz II alegységeire bomlik, a disszociált alegységek eltávoznak a magból,

majd a citoplazmában újra összeszerelődnek [13, 14]. A folyamat során az Rpb1

alegység általában teljesen lebomlik, a riboszómákon új Rpb1 fehérje íródik,

amely azután a többi alegységgel kotranszlációsan szerelődik össze [11]. Az

Rpb2-Rpb4 fúziós fehérje, habár ebben a formában nem képes disszociálódni a

polimeráz holoenzim komplexről [3], mégis transzkripciós blokk esetén jelen

lehet a sejtmagon kívül is. Sőt, amennyiben az Rpb4 mRNS-hez való

kötődésében egyéb fehérjék is szerepet játszanak, azok az Rpb2-höz fuzionált

formában, a citoplazmában ugyanúgy a szabályozott érett mRNS-ekhez

toborozhatják az Rpb4-et, így az Rbp2-Rbp4 fúziós fehérje is képes lehet

menekíteni az Rpb4 hiányát. Mivel a Ccr4-Not komplex kölcsönhat az Rpb4-gyel

[11], hozzá hasonlóan a sejtmagban és a citoplazmában is jelen van, ezért jó

jelölt arra nézve, hogy az Rpb4 citoplazmatikus funkcióiban közrejátsszon. Ezt

a lehetőséget két további megfigyelés is valószínűsíti. Először is a Ccr4-Not

komplex Not1 alegységéről kiderült, hogy eddig nem ismert módon szintén

képes az általa kötött mRNS-ek transzlációjának elősegítésére [15], a szerzők

szerint ráadásul az Rpb4-által regulált mRNS-ek és a Not1-hez kötődő mRNS-ek

között meglepően nagy az átfedés [15, 16]. Másodsorban pedig a Ccr4-Not

komplex Not5 alegységének hiányában az Rpb4 stresszhatásra sem képes

kilépni a sejtmagból [11]. A kutatásokból kiderült az is, hogy transzkripciós

stressz során a Not1 a riboszómális fehérjéket kódoló mRNS-ekhez kötődik,

fokozva transzlációjukat, így az átíródás hatékonyságának növelésével

ellensúlyozza a lelassult transzkripció génkifejeződésre irányuló negatív hatását

[15].
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A  komplexszel együtt izolálható az mRNS polimeráz II és a SAGA

komplexeken kívül sok egyéb fehérjekomplex mRNS-e is [15], melyből arra

következtethetünk, hogy a  komplex általános szerepe a

sztöchiometrikus arányban kifejeződő fehérjék expressziójának szabályozása.

Hipotézisünk szerint ez a komplex biztosítja, hogy a fehérjekomplexek

alegységeiből mindig azonos mennyiségű teljes hosszúságú fehérje íródjon át.

Ezáltal az összeszereléshez szükséges aktív chaperon fehérjék felhasználása

sokkal gazdaságosabbá válik, mivel a komplex alkotók egyidejű

sztöchiometrikus átíródása feleslegessé teszi a szabad monomerek megkötését.

A  komplex a ma ismert legjobb jelölt arra, hogy ezt a sokszintű

génexpressziót pufferelő folyamatot koordinálja, hiszen jelentőségét a

transzkripció elongációban, a transzlációban, valamint az mRNS lebontásban

számos közleményben bemutatták már [17-19]. A vizsgálatok folytatását az is

indokolja, hogy kutatásaink során a  génexpressziót pufferelő hatását a

transzkripció és a transzláció összehangolásában, a riboszómális fehérjéket

kódoló gének esetében már sikeresen bizonyítottuk [15].

A Not1 szerepe a proteaszóma összeszerelődésének szabályozásában

A legújabb kutatások szerint a Ccr4-Not komplex nemcsak az mRNS-ek

termelődését, transzlációját és lebomlását szabályozza, hanem meghatározza a

proteaszóma integritását is [20]. Mivel a proteaszóma degradálásra váró

poliubikvitinált fehérjék végső lebontását végzi, jelentős hatást gyakorol a már

megtermelődött fehérjéknek az élettartamára is, így gyakorlatilag az aktív

proteaszóma mennyisége határozza meg a sejtek fehérjéinek átlagos

élettartamát. Kutatásainkból kiderült, hogy a proteaszóma Rpt1 és Rpt2

( ) fehérjéi proteotoxikus stresszhatásra Not1

tartalmú granulumokban gyűlnek össze [20]. Riboszóma footprinting kísérletek

rávilágítottak, hogy a Not1 tartalmú granulumokban az Rpt1 és az Rpt2

transzlációja elakad, és csak akkor folytatódik, ha a fehérjék N-terminálisán

jelen lévő hélixei kölcsönhatásba kerülnek egymással. Vizsgálataink arra

engednek következtetni, hogy a kotranszlációs összeszerelődés jelentősége
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kettős. A folyamat nemcsak a két fehérje szoros és oldható formában történő

interakcióját teszi lehetővé, hanem szerepe lehet abban is, hogy

sztöchiometrikusan azonos mennyiségű Rpt1 és Rpt2 transzlálódjon. Az Rpt1 és

Rpt2 fehérjék szomszédos fehérjék a proteaszómán belül, ennek ellenére

élesztő-kéthibrid kísérletben nem mutatnak kölcsönhatást, és külön termeltetve

nem oldhatók [21, 22]. Véleményünk szerint e jelenségek magyarázata, hogy

az Rpt1 és az Rpt2 hatékonyan kizárólag a fentiekben részletezett kotranszlációs

N-terminális kölcsönhatással képesek egymással kölcsönhatásba lépni.

Amennyiben ez nem történik meg, a külön-külön termelődött fehérjék olyan

alternatív konformációt vesznek fel, amely kölcsönhatásukat és a

proteaszómába való beépülésüket nem teszi lehetővé.

További érdekesség az Rpt1 és Rpt2 kotranszlációs összeszerelődésével

kapcsolatban, hogy egyik fehérje N-terminálisa sem tartalmaz másodlagos

szerkezeti elemeket, hanem csak ún. rendezetlen szerkezetű fehérje régiókat.

Mivel az N-terminálisok deléciója drasztikusan lecsökkenti a  tartalmú

granulumok kialakulását [20], ezeknek a régióknak funkcionális szempontból

különösen nagy jelentőséget tulajdonítunk. A granulumok természete egyelőre

még nem ismert, korábbi kutatási eredmények alapján azonban azt

feltételezzük, hogy fázisátmenet következményeképpen jönnek létre [20]. A

folyadék-folyadék fázisátmenet során bizonyos makromolekulák, általában

fehérjék, egy kritikus koncentrációt elérve, cseppé szeparálódnak a citoplazmán

belül, ami végső soron egy új típusú kompartmentalizációt hoz létre, egyrészről

egy gélszerű folyadékfázisú cseppet, amiben nagyon magas a fázisszeparált

fehérje koncentrációja, és egy másikat, a citoplazmát, amiben alacsony. A

fázisszeparáció szerepét a génexpresszió szabályozásában igazán csak a

legutóbbi években kezdték felismerni és intenzíven vizsgálni [23]. Vannak olyan

fehérjék, amelyek bizonyos partnerek jelenlétében vagy kovalens módosítások

bekövetkezése esetén önmagukban is fázisátmenetre képesek. A Dhh1 (

) fehérje például ATP jelenlétében  folyékony

cseppekké szeparálódik. A kísérletek szerint ezt a fázisátmenetet Not1
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hozzáadásával fel lehet oldani.

A rendezetlen fehérjestruktúrák fázisátmenetben betöltött szerepét nemrégiben

tisztázták [24]. A klasszikus nézet szerint egy fehérjének ahhoz, hogy a

funkcióját megfelelően el tudja látni, meghatározott térszerkezetet kell

felvennie, amelyet az elsődleges szerkezet, az aminosavak sorrendje szab meg.

Az utóbbi évtizedekben egyre több bizonyíték látott napvilágot arról, hogy ez

nem minden esetben van így (lásd Tompa P. Biokémia XLIII/1: 49-53). Bizonyos

fehérjék biológiai funkciójuk ellátása során nem feltétlenül egyetlen, jól definiált

szerkezetet vehetnek csak fel [25]. Kiderült az is, hogy nem elszigetelt

jelenségről van szó: az eukarióta fehérjék közel fele tartalmaz kisebb-nagyobb

méretű rendezetlen régiókat, melyek gyakran fontos szabályozó és jelátviteli

szerepet töltenek be [26]. Dinamikusan változó szerkezetük lehetővé teszi

számos ligand megkötését, fehérje-fehérje interakció kialakítását, továbbá

gyakran tartalmaznak poszt-transzlációs módosításokat. Mindezen

tulajdonságaiknak köszönhetően a rendezetlen fehérjék számos interakciós

partnerrel rendelkeznek, ami a sejtfolyamatok szabályozásának egyik

kulcselemévé teszi őket [27, 28].

Mivel az Rpt1 és Rpt2 rendezetlen N-terminálisainak deléciója esetén sem

alakulnak ki Not1 granulumok, tovább erősítve a gyanút, hogy a Not1

granulumok a proteaszóma összeszerelődés hatékonyságának növelése

érdekében fázisszeparációval képződnek, mely folyamatban a rendezetlen N-

terminális struktúráknak alapvető jelentősége van. A proteotoxikus

stresszhatásra megjelenő Not1 tartalmú granulumokat asszembliszómáknak

neveztük el [20]. Stresszhatásra néhány fehérje koncentrációja rövid idő alatt

jelentősen megnövekedhet a citoplazmában. A stresszhatás elmúltával a

feleslegessé vált, a stresszválaszban szerepet játszó fehérjéket valahogyan

inaktiválni kell. Jelenlegi elképzeléseink szerint ez nem feltétlenül jelenti azt,

hogy el kell őket távolítani vagy le kell őket bontani. Kézenfekvő megoldás a sejt

részéről a megtermelt fehérjék legalább egy részét fázisszeparációval
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elkülöníteni a citoplazmától, hogy újra bevethetők legyenek ismételt

stresszhatás esetén. Egy ilyen típusú szabályozásnak a stressz granulumoktól és

P-testektől eltérő, nemrég felfedezett módja a Not1 asszociált mRNP

granulumokhoz, az általunk asszembliszómáknak nevezett struktúrákhoz

köthető [20].

Perspektíva: fázisátmenet, mint molekuláris memória

Arra kerestük a választ, hogy milyen mechanizmussal történhet a fehérjék

fázisátmenete, mennyire általános jelenség ez a sejtek stresszre adott válasza

során, és a jelenség játszhat-e szerepet a többtagú fehérjekomplexek

szintézisének szabályozásában, elősegítheti-e a termelődő alegységek

mennyiségének összehangolását.

Első lépésben megvizsgáltuk, hogy milyen gyakran teljesülnek elméletileg azok

a feltételek, melyek kísérleteink szerint lehetővé teszik a fázisszeparációt az

egymással kapcsolódni képes fehérjék esetében. Ennek érdekében

kísérleteinkhez a megfelelő jelöltek kiválasztását az élesztő összes

fehérjekomplexének szisztematikus bioinformatikai elemzésével kezdtük. Olyan

fehérjéket kerestünk, amelyek nagy kiterjedésű rendezetlen régióval

rendelkeznek az N-terminálisukon (min. 50% az első 50 aminosav esetében). A

rendezetlen régiók predikcióját két független módszerrel is megerősítettük [29,

30]. Ezenfelül kiválasztottuk azokat a peptideket, amelyek potenciálisan

ubikvitinálódhatnak, azaz a rendezetlen régión belül hordoznak lizin

aminosavakat. Az ubikvitilálhatóságot a jelölt fehérjék további szűkítésére

használtuk. Elméletünk szerint a riboszóma-naszcensfehérje-komplexek

fázisszeparációjának további feltétele, hogy a transzláció a fehérje N-

terminálisának szintézise után leálljon, vagy legalább lényegesen lelassuljon.

Élesztőben 17 olyan konzervált kodonpárt azonosítottak, amelyek a transzláció

időleges leállásához vezethetnek [31]. Jelöltjeink kiválasztásánál figyelembe

vettük ezen kodonpárok feldúsulását is, elsősorban az mRNS-ek rendezetlen

N-terminálisához közel eső régiókban. Könnyű belátni, hogy amikor sok ilyen
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fehérje transzlálódik egyidejűleg, a ritka kodonokhoz illeszkedő ritka tRNS-ek

hiánya léphet fel, ami a transzláció lassulásához vagy teljes leállásához

vezethet, és ez a feltételezett riboszóma-naszcensfehérje-komplexek

fázisszeparációjának kedvezhet. Ráadásul stresszhatás esetén néhány

géntermék jelentős túlsúlyba kerülhet, ebben az esetben a fázisátmenet

védekezésképpen is hathat: elkülönítheti egy riboszóma-naszcensfehérje-

komplexeket tartalmazó cseppben azokat az mRNS-eket, amelyek kivonnának

a forgalomból ritka tRNS-eket, és ezáltal toxikussá válnának.

A fenti szűrési módszerrel kapott fehérjéknek a sejtben betöltött szerepét

ellenőriztük. A jelölt fehérjéket tartalmazó listában a környezeti stresszre adott

válaszban szerepet játszó fehérjék feldúsulását tapasztaltuk. Ezek a találatok

különösen érdekeltek bennünket, hiszen a gyakran visszatérő környezeti

stresszhatások esetében, amilyen például a napsugárzás, alapvető jelentősége

lehet a fázisátmenetnek a válaszreakció felgyorsításában. Az első stresszhatásra

mindenképpen be kell indítani a teljes génexpressziós kaszkádot, vagyis

egyaránt fokozni a stresszhatás elleni védekezésben szerepet játszó gének

transzkripcióját és transzlációját. Ha azonban a stresszhatás elmúltával a

képződött mRNS-ek lebomlás helyett fázisszeparálódnak az őket transzláló

riboszómákkal oly módon, hogy a transzlációjuk megindul, de megáll abban a

fázisban, amikor a riboszómák már rövid naszcens fehérjéket lógatnak ki

magukból, akkor egy következő stresszhatásra már csak a transzlációt kell

befejezni, jóval gyorsabb stresszválaszt téve lehetővé, ami óriási evolúciós

előnyökkel jár. Elméletben a transzláció folytatását egyetlen aktivált partner

megjelenése is kiválthatja, de a fázisszeparált állapot feloldásának egyéb módjai

is elképzelhetőek (1. ábra).

Ezzel összhangban áll egy nemrégiben megjelent közlemény, amelyben a Not4

szerepét írták le az RNS polimeráz II Rpb1 alegységének ubikvitilációjában

genotoxikus stressz hatására [32]. A Not4 egy E3-RING ubiquitin ligáz domént

tartalmaz [33]. Feltételezésünk szerint a rendezetlen N-terminálison jelen lévő
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lizinek ubikvitinációja olyan poszt-transzlációs módosítás, amely fontos szerepet

tölthet be a fázisátmenetben. A riboszómákból kilógó rendezetlen naszcens

fehérje-láncok és a riboszómák rendezetlen N-terminálisainak kölcsönhatásában

a monoubikvitináció is fontos szerepet kaphat (1. ábra). A riboszóma alegységek

közt szintén találtunk rendezetlen N-terminálissal rendelkező fehérjéket, ami

arra utal, hogy ezek a fehérjék is aktívan részt vehetnek a fázisszeparációs

komplex kialakulásában. Az ubikvitinációt korábban már összefüggésbe hozták

a fázisátmenettel [34].

A monoubikvitináció fázisátmenetben betöltött szerepét különösen érdekessé

teszi, hogy a stresszhatás elmúltával a feleslegessé vált, a stresszválaszban

szerepet játszó naszcens fehérjék gyakran poliubikvitinálódnak, lebomlanak. A

képződött poliubikvitin lánc azonban későbbiekben monoubikvitin forrásként

szolgálhat a riboszómák és az általuk transzlált naszcens fehérjék hatékonyabb

fázisszeparációjához. A  érintettsége ebben a deubikvitinációs-

monoubikvitinációs folyamatban is felmerül. A -ről már ismeretes, hogy
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monoubikvitilálja az Rps7a riboszóma alegységet [35], ennek a

monubikvitinációnak a pontos szerepe azonban még nem ismert. A naszcens

fehérjeláncok ubikvitinálódását általában fehérje érési folyamatokkal hozzák

összefüggésbe. Ez összecseng a mi elméletünkkel, hiszen amennyiben a

monoubikvitináció hiánya gátolhatja a fázisszeparációt, a fenti kotranszlációs

folyamatok, valamint a komplexek sztöchiometrikus összeszerelődése egyaránt

csődöt mondhat, ami rendellenes fehérje éréshez vezethet.

A sugárzás okozta stresszválaszban szerepet játszó komplexek

fázisszeparációjának megismerése, annak közvetlen gyakorlati jelentősége

miatt, különösen fontos számunkra.  Amennyiben bebizonyosodik, hogy a

fázisszeparáció jelensége az élővilágban általánosan jelen lévő szabályozó

mechanizmus, jogosan feltételezhetjük, hogy magasabbrendű eukariótákban is

hasonló folyamatok mennek végbe. A szabályozás pontos megismerésének

közvetlen humán vonatkozásai is lehetnek. Az asszembliszómák létrejötte

befolyásolhatja a rákos betegek sugárterápiára adott válaszát. Magyarázatot
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adhat arra, hogy egyes tumorsejtek miért válnak idővel rezisztenssé a

sugárterápiával szemben, és miért tapasztalunk bizonyos esetekben a kezdeti

sikerek után komoly visszaesést a kezelés hatékonyságában. Sugárterápiára

rezisztens daganatsejteknél éppen a fázisszeparáció lehet az ok, ami miatt az

egymást követő kezelések után rezisztencia alakul ki. Az 1,6-hexándiolról

kimutatták, hogy gátolja a fehérjék fázisátmenetét [36], ami lehetőséget ad,

hogy sejtvonalakon igazoljuk a jelenség szerepét a sugárkezelés következtében

kialakuló rezisztenciára. Távlati terveink között szerepel vizsgálataink

kiterjesztése humán tumorsejtvonalakra.

Bioinformatikai elemzéseink eredményei három jelölt fehérje kiválasztásához

vezettek. A fehérjék mindegyike szerepet játszik az UV okozta stresszre adott

válaszban, mRNS és fehérje szekvenciájuk pedig maradéktalanul megfelel a

fentebbiekben részletezett kritériumoknak, ami erős indikációt jelentett arra,

hogy fázisszeparációs szabályozás alatt állhatnak.

Pilóta kísérlet

Elméletünk alátámasztása céljából az 1,6-hexándiol fázisszeparációra gyakorolt

negatív hatását vizsgáltuk élesztőn ismételt stresszhatás utáni túlélési tesztben.

Stresszhatásnak az UVB sugárzást választottuk, mert bioinformatikai

elemzésünkben UV sugárzás elleni védelemben szerepet játszó komplexek

fehérjealegységeit azonosítottunk. A kiválasztott fehérjék N-terminálisai

jelentősen rendezetlen riboszóma veszteglési kodonpárokat tartalmaznak a 30.

aminosavat kódolók után. Ez már lehetővé teszi, hogy a rendezetlen N-

terminálisaik kilógjanak a riboszómából (2. ábra), mivel a 30 aminosavnál

rövidebb peptidek a riboszómán belül rejtve maradnak, csak az ennél

hosszabbak bújnak elő a riboszóma fehérje kijárati alagútjából [37] (2. ábra).

Exponenciális növekedésbe lépő élesztő kultúrákat UV sugárzásnak tettünk ki,

majd 10 percre sötétbe helyeztük őket, hogy a stresszhatás elmúltával

kialakulhassanak bennük az asszembliszómák. Az egyik mintába 5%
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végkoncentrációban etanolban oldott 1,6-hexándiolt adtunk közvetlenül az UV

kezelés után, hogy a feltételezett fázisszeparáció gátlásával megakadályozzuk

az asszembliszómák kialakulását. A másik mintához csak az 1,6-hexándiol

kezeléssel megegyező térfogatú tiszta etanolt adtunk. Tíz perc sötétben történő

inkubációt követően újra UV sugárzásnak tettük ki mindkét mintát, majd

spot-teszttel vizsgáltuk a kezelt mintákban lévő élesztők túlélését 10, 100, 1000

és 10000-szeres hígításban (3.A ábra). A kísérletet ugyanazon a sejtkultúrán

végeztük. Kontrolként megvizsgáltuk az UV kezelést egyáltalán nem kapó,

kizárólag tiszta etanollal, illetve csak 1,6-hexándiollal kezelt sejtkultúrák

életképességét is. A kísérletet követő 30 �C-os inkubációt sötétben és fény

jelenlétében is elvégeztük. Az előbbi esetben a spot-teszteket és a kolóniák

növesztését is végig sötétben végeztük. Erre azért volt szükség, mert ismeretes,

hogy egysejtűekben létezik egy látható fény által indukálható DNS hibajavító

rendszer [38]. A jelenséget kihasználtuk az 1,6-hexándiol toxikus hatásának

felderítésében is (3. ábra).

Vad típusú élesztősejtekkel (L40) kísérleteztünk standard YPD folyékony és

szilárd táptalaj felhasználásával. Minden UV besugárzás 2 percig tartott (18

mJ/cm2 dózis). Exponenciális növekedésbe lépő 900 �l folyékony sejtkul-

túrákkal (0,4 OD600) 2 cm átmérőjű Petri csészében végeztük a kezeléseket. Az

1,6-hexándiolt (SIGMA) 5% végkoncentrációban adtuk 100 �l etanol

közvetítésével. Az 1,6-hexándiollal nem kezelt sejtekhez ugyanabban az

időpontban, mint amikor az 1,6-hexándiolt alkalmaztuk, 100 �l tiszta etanolt

adtunk az első UV kezelés után. A második UV kezelést 10 perc sötétben történő

inkubáció után végeztük. A kezeléseket szobahőn, sötét szobában végeztük, 4

egymást követő 10x-es hígítás után 5 �l-t cseppentettünk minden hígításból

szilárd, előszárított táptalajra gyenge sárga fénynél. Ezután vagy sötétben, vagy

világosban inkubáltuk a szilárd táptalajra cseppentett hígításokat egy napig, 30 

�C-on.
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Ismétlődő UV kezelés károsító hatását az 1,6-hexándiol fokozza, ebben az

esetben a túlélők száma jelentősen lecsökken. Az 1,6-hexándiol UV kezelés

nélkül is kismértékű toxikus hatással bír, de az UV károsodás mértékét az

1,6-hexándiol kezelés sokkal jelentősebben, legalább további egy

nagyságrenddel fokozta (3.B ábra, különbség a 3. és 4. sor között). Ez a hatás

nem volt kimutatható, ha a kísérleteket látható fényben végeztük (3.C ábra).

Ismert, hogy látható fényben bekapcsol egy fény indukált DNS hibajavító

rendszer [38]. Mivel fény jelenlétében a mintákban nem volt különbség az

1,6-hexándiollal kezelt és nem kezelt minták UV érzékenységében,

kijelenthetjük, hogy az 1,6-hexándiol az UV által indukált DNS hibák kijavítását

csak akkor befolyásolja, ha a fény indukált hibajavító rendszer nem működik.

Mivel egyszeri UVB sugárzás alkalmazása esetén nincs különbség az 1,6-

hexándiollal kezelt vagy nem kezelt, sötétben növesztett sejtek UV

érzékenységében, úgy gondoljuk, hogy az 1,6-hexándiol kizárólag az

asszembliszómák kialakulásának gátlásán keresztül fejti ki érzékenyítő hatását

(3.D ábra, nincs szignifikáns különbség a sejtek számában egyetlen UV kezelés

után). Ez alátámasztja feltételezésünket, hiszen úgy gondoljuk, hogy a második

UV kezelés az, ahol a már előre előkészített fázisszeparált asszembliszómákkal

és az ezekben tárolt, részlegesen transzlált stresszfehérjékkel rendelkező sejtek

jelentős előnybe kerülhetnek azokkal a társaikkal szemben, akiknek ismételt

besugárzás esetén újból meg kell termelniük a stresszfehérjéket kódoló mRNS-

eket és újból elindítani a teljes transzlációs folyamatot az 1,6-hexándiol

fázisszeparációt gátló hatása miatt. Mivel az 1,6-hexándiol kezelés csak a

sötétben növesztett sejtek ismétlődő UV besugárzása esetén csökkentette a

túlélést, úgy véljük, hogy az 1,6-hexándiol érzékenyítő hatása közvetlenül a

DNS hibajavító mechanizmusok gátlásán keresztül valósul meg, és azt a látható

fényben minden esetben indukálódó DNS hibajavítási kaszkád aktiválódása

szupresszálja (3.A, B és C ábra).
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Kísérleteink és az irodalomban fellelhető adatok egyaránt támogatják azt a

kiindulási elképzelésünket, hogy létezhet egy olyan, riboszóma-

naszcensfehérje-komplexek fázis-szeparációján alapuló, génexpressziós

szabályozási rendszer, amely rendkívül gyorsan válaszolhat a sejtek potenciális

károsodását eredményező külső vagy belső stresszhatásokra. A stresszválasz

felgyorsítása jelentősen javíthatja a sejtek túlélési esélyeit.
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Elméletileg akár teljes génszabályozási-kaszkádok is épülhetnek

fázisszeparációs szabályozásra. Könnyű ezt belátni, ha figyelembe vesszük,

hogy az  kotranszlációs interakciójához hasonlatosan a partnerek

jelenléte önmagában elég lehet az elakadt transzláció folytatásához és a

gélszerű állapotból való kiváláshoz, más szóval a fázisszeparált állapot

felolvadásához. A fázisszeparált granulumokban tárolt fehérjék egy részének

eltávozása azonban nem szükségszerűen okozza magának a granulumnak a

teljes felolvadását. Nem zárhatjuk ki, hogy akár különböző komplexek

alegységeit tartalmazó részlegesen transzlált fehérjék is tárolódhatnak egyetlen

granulumon belül. Mikor újból indukálódik valamely stresszkomplex

transzkripciója, a már részlegesen megtermelődött tagok fehérjéinek a

riboszómákról kilógó N-terminális doménjei kapcsolódhatnak az újonnan

termelődött vagy más módon aktivált partnereikkel, ami kiválthatja a

transzlációs blokk feloldását. Ez esetben csak azok a riboszómák válnak ki a

granulumból, amelyek a részlegesen már átírt naszcens fehérje partnert

tartalmazzák. A folyamat végén az immár teljesen átírt fehérje, partneréhez

kotranszlációsan kapcsolódva, elhagyhatja a riboszómát, magának a

fázisszeparált kompartmentnek a megzavarása vagy megszűnése nélkül. Ilyen

értelemben a fázisszeparált granulum egy sejtmagon kívüli környezeti hatásra

aktiválódó, sokféle válaszra képes entitásként működhet. Az ilyen összetett, az

asszembliszómákhoz hasonló fázisszeparált kompartmentumok a környezeti

hatásokra azonnal reagálni képes, semmilyen további szignalizációt nem

igénylő, robosztus, automatikusan működő, értelmező központként is

felfoghatók. Az egyszerűbb felépítésű, csak egyazon komplex két különböző

egymáshoz kapcsolódó alegységét tartalmazó asszembliszómák pedig

megteremtik az elméleti lehetőségét a fehérjekomplex sztöchiometrikus módon

történő kotranszlációs összeszerelődésének (1. ábra).

Egy bizonyos: a felvetődött lehetőségek kísérletes vizsgálata rengeteg érdekes

felfedezést hozhat mindazoknak, akik kíváncsiak a fázisszeparációban részt vevő

új szereplők azonosítására, a folyamat részleteinek és mechanizmusának



21

     TUDOMÁNYOS CIKK

megismerésére és motiváltak ennek az újszerű, kevéssé ismert, de rendkívül

sokoldalúan alkalmazható elméleti génexpressziós szabályozási lehetőségnek a

részletesebb felderítésére.
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