Vas-kén komplexet tartalmazo fehérjék szerepe igen szerteagazoé valamennyi é161ényben.
Legtdbbyjiik a mitokondriumban talalhato, a citratkérben és a terminalis oxidacidban vesz
részt. A vas-kén komplex bioszintézise is a mitokondriumban zajlik, és egy tobb komponensii
transzport rendszeren keresztiil jut ki az extramitokondriélis apoproteinekhez. Ez utdbbiak
kozil egyre tobbet ismeriink meg. A vas-kén komplex bioszintézisért felels gének tobbsége
¢lesztd szamara nélkiilozhetetlen, amely arra utal, hogy a sejtnek 1étezik egy vagy tobb vas-
kén fehérjéje, amelyek szintén nélkiilozhetetlenek az élethez. Attételesen ez lenne az egyik
oka a mitokondriumok nélkiilozhetetlen voltanak, legalabbis élesztdsejtekre vonatkoztatva.
Egyik citoszolikus vas-kén fehérje az RNaz L inhibitor (Rli), amely élesztdben igazolhatéan
esszencialis, vagyis hidnyaban az élesztOsejtek elveszitik életképességiiket. Emberben is
ismert ez a fehérje. Az RN4z L az interferon altal indukalt fehérjék kozé tartozik, kettds szalu
RNS molekulak jelenlétében aktivalodik, igy egyes virusfertézések elleni védekezésben is
szerepe van. Ennek a valasznak a kioltasaban, az RN4z L inaktivalasaban van szerepe az Rli
fehérjének. Erdekesség, hogy bar élesztdben az Rli esszenciélis, az élesztd nem tartalmaz
RNéz L enzimet, tehat nyilvanval6an van mas szerepe is ennek a fehérjének. Munkank soran
ezt a mas funkcidt kutattuk, valamint arra kerestiink valaszt, hogy vajon a human Rli fehérje
is rendelkezik-e ezzel a masik funkcioval, illetve hogy milyen kiilonbségeket talalunk az
¢lesztd és a human Rli kozott.

Kutatasaink egy csoportja az unfolded protein response (UPR, az endoplazmatikus
retikulumban (ER) nem megfeleléen csomagolddott fehérjéket érzékeld rendszer) irdnyaban
zajlanak. Az UPR receptora ugyanis az Irelp fehérje, amely strukturalis és funkcionalis
hasonlésagot mutat az RNaz L-lel. Feltételezziik, hogy az Rli az Irelp-hez ko6tddik, amely
kotdédésnek in vitro bizonyitékat talaltuk is élesztOben, in vivo azonban még nincsenek
bizonyitékaink. Erdekes modon human sejttenyészetben az Rli expresszio valtoztatasaval a
Bip fehérje (ER chaperon) szintje is vatozott, ennél azonban tobbet kell tudnunk ahhoz, hogy
bizonyitottnak mondhassuk az Rli szerepét az UPR-ban. Ezirany vizsgalataink most is
zajlanak, de kozleményhez még nem vezettek.

Az igazolt, hogy ha van is az Rli-nek szerepe az unfolded protein response-ban, az nem
esszencialis szerep. Az élesztd sejt mellett a human Rli fehérjérdl is bebizonyosodott, hogy
nélkiilozhetetlen az ¢élethez. Két mddszerrel csokkentettilk az Rli expressziojat HelLa
sejtekben. Egyrészt antiszensz Rli-t tartalmazé plazmid (pCDNA?3) transzfektalasaval, amely
plazmid Catherine Bisbal ajandéka, masrészt siRNA technikdval. Ez utobbihoz az Rli
specifikus, vas-kén komplexet koté N-terminalisahoz terveztiink oligonukleotidékat, mert a
C-terminalis szakasz olyan doméneket tartalmaz, amelyek az ABC-transzportekhez analdg, és
nem akartuk, hogy tobb fehérje expresszioja is csokkenjen egyidejlileg. A PCR-ral felerdsitett
N-terminalis szakaszrol in vitro transzkripcidval kettOs szala RNS-t szintetizaltunk, amelyet
szintén in vitro dicer emésztésnek vetettlink ald. Ilyen modon 20-25 bézispar hosszusagu
kettds szala RNS molekuldk keverékét kaptuk, amelyeket HeLa sejtekbe transzfektalva az
Rlilp exprsszidjat csokkenteni tudtuk. Mindkét modon Rli depletalt sejteknél azt figyeltiik
meg, hogy az Rli-szint nagyfoku csokkenése a sejt halalahoz vezetett.

Az Rli vas-kén fehérje, amit a radioaktiv vasat koto tulajdonsaga, és jellegzetes szekvencidja,
egymastdl 2 illetve 3 aminosav tavolsagra 1évo négy cisztein jelenléte is igazol. Sok vas-kén
fehérjérdl eddig mar bebizonyosodott, hogy esszencidlis voltukra az a magyarazat, hogy
maguk is a vas-kén komplex szintézisében vesznek részt. Az Rli azonban olyan, citoszolikus
elhelyezkedésii vas-kén fehérje, amely nem része sem a vas-kén komplex bioszintézisének,
sem a komplex extramitokondridlisan torténd apoproteinbe valo beépitésének. Igy
esszencialis volta a vas-kén komplex szintézisben valo részvétellel nem magyardzhato.



Az Rli esszencialis funkcidjat kereso kisérletek koziil az elsék two-hybrid kisérletek voltak,
amelyekkel in vivo fehérje-fehérje interakciok mutathatok ki. A kisérletek alapjaul az az
irodalmi adat szolgalt, amely szerint az Rli fehérje kapcsolodik a Herlp-vel, amely fehérje
részt vesz a riboszomalis RNS érésében és a transzlacid iniciacidjaban. Two-hybrid esszével
igazolni tudtuk a két fehérje kotodését, és kiilonbozoé Rli mutansok alkalmazéaséaval azt is,
hogy bar a vas-kén komplex jelenléte a fehérje szdmara esszencialis, ebben a kotddésben nem
kovetkezménye.

Annak vizsgalatat, hogy az Rlilp milyen egyéb fehérjéket kot in vivo a Herlp mellett, egy
olyan ¢leszt6 torzzsel végeztiik, amelyben az Rli egy 0.n. TAP-taggel expresszalodott. A
rovidités a tandem affinity purification szobol szdrmazik, amely azt jelenti, hogy a sejten beliil
in vivo képz6dott fehérje komplexeket egy kettds affinités tisztitdsnak vetjiik ala olyan
fiziologias koriilmények kdzott, amely a sejten beliil 1étrejott fehérje-fehérje interakciokat
érintetlentiil hagyja. Az igy kapott fehérjekomplex tagjai SDS gélelektroforézissel
szétvalaszthatok, és az egyes fehérjekomponensek a gélbol kivagva MALDI-TOF rendszerrel
(Jandky Tamas, Szeged) azonosithatok. A modszer egyik nehézsége abban rejlik, hogy nagy
mennyiségl sejtbol kell kiindulnunk, hogy a gélen lathato, hasznalhaté anyagmennyiségeket
nyerjlink. Ezekkel a vizsgalatokkal kideriilt, hogy az Rlilp szamos riboszomalis fehérjével
alkot komplexet, amelyek kozott mind a nagy alegység, mind a kis riboszomalis alegység
alkotdja megtalalhato.

A riboszomalis kotddését az Rli fehérjének mas modszerrel is igazolni tudtuk. Ezekhez a
kisérletekhez szintén a TAP-taget hordoz6 torzset hasznéltuk. A sejteket gazdag tapoldatban
ndvelve a sejtlizatumot szukréz gradiens centrifugalasnak vetettiik ald. Az egyes frakcidkat
260 nm-en torténd méréssel azonositottuk (40S, 60S, 80S ¢€s poliszoma frakcidk), és az adott
frakciok fehérjetartalmat Western-blottal vizsgaltuk. Ennek alapjan bebizonyosodott, hogy az
R1i fehérje mind a kis, mind a nagy riboszéma alegységet tartalmazé frakcidokban
megtalalhato, de legnagyobb mértékben a 408 kis alegységhez kapcsolodik.

Az Rli mas fehérjékhez vald kotddésének bebizonyitasa valdsziniisitette az Rli transzlacidban
betoltott szerepét. Ennek igazolasara létrehoztunk egy olyan torzset, amelyben az Rli sajat
promoterét egy tetraciklin-szarmazékkal (Doxycyclin) elnyomhat6 promoterre cseréltiik. Az
esszencidlis fehérjéket kodold génszakaszokat ugyanis nem deletalhatjuk az élesztében,
hiszen az a sejt halalat okozza, hanem valamilyen médon a fehérje expresszidjat kell olyan
szintre szoritanunk, amikor a sejt még életképes, de a fehérje funkcidjanak kiesése mar
jelentkezik. Az altalunk Tet-Rli-nek nevezett térzs tdpoldatdhoz ha doxycyclint adtunk, az Rli
expresszidja visszaszorithatd volt. Nagy antibiotikum koncentrécio, illetve til hosszu kezelés
azonban az ¢lesztd sejtek halalat okozta. Ha az ilyen médon Rli-depletalt torzs tapoldatdhoz
radioaktiv metionint adtunk, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézist kovetd
autoradiografiat végeztiink, azt talaltuk, hogy az Rli depletalt sejtekben a kontrol sejtekkel
Osszehasonlitva a transzlacid nagyfoku csokkenését lattuk, azaz a legtobb fehérjében csokkent
a beépiilt radioaktivitas. Ez a csokkenés a riboszomalis fehérjék mennyiségére csak kis
mértékben vonatkozik, tehat a transzlacio csokkenésének mas oka is kell legyen, mint a
riboszomak mennyiségi valtozasa. Sajat és mas laboratériumok kisérletei alapjan
bebizonyosodott, hogy az Rli depletélt sejtekben karosodott mind a riboszomalis alegységek
transzportja, mind a rRNS-ek érése. Ezeknek egy része ugyanis az érési folyamatot a
citoszolban fejezi be. A riboszomalis RNS-ek érésében és a riboszomalis alegységek
transzportjaban betoltott szerepéhez az Rli-nek sziliksége van a vas-kén komplexre. Ha az
¢lesztd sejtekben a vas-kén komplex bioszintézist meggatoltuk valamelyik, a szintézisben
nélkiilézhetetlen komponens expressziojanak lecsokkentésével, akkor az Rli nem tudta a
transzlacidban betoltott feladatat végrehajtani.



Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy valoszintileg ratalaltunk arra a molekulara, amelynek
szintézise miatt a vas-kén komplex eléaalitasaért felelds komponensek nélkiilozhetetlenek a
sejt szamara, ¢s amely miatt az élesztében a mitokondrium essszencialis sejtalkotonak
tekinthetd. Az élesztOben ugyanis relative nincs sok esszencidlis fehérje, és ezen molekulak
jelent6s hanyadat vas-kén fehérjék alkotjak. A legtobb vas-kén fehérje maga is részt vesz a
vas-kén pomplex bioszintézisében. Most igy tlinik, sikeriilt megtalalni azt az esszencialis
citoszolikus vas-kén fehérjét, amelyet a sejtek nem tudnak nélkiilozni a transzlacioban, a
riboszomalis RNS-ek érésében és a riboszomalis alegységek transzportjaban betoltott
funkcidja miatt.

Fenti eredményeink az EMBO Journalben kertiiltek publikéalasra, valamint a FEBS Journalben
jelent meg egy kongresszusi eléadas absztraktja. Az 1j eredmények dsszefoglalasa az [IUBMB
Life egy rovid cikkében talalhatok.

Erdekes megfigyelésiink, hogy az élesztd és a human Rli kozotti nagyfokti homologia ellenére
a tetrannal Rli-depletalt Tet-Rli sejtekben a human Rli overexpresszidja nem kompenzalta az
¢lesztd Rli hidnyat, azaz a human Rli élesztdben nem komplemental. Ennek okat szeretnénk
kideriteni, amikor olyan human-¢leszt6 hibrid Rli fehérjéket expresszaltunk Tet-Rli élesztd
torzsben, amelyek az Rli molekula kiilonb6zd szakaszait vagy az ¢lesztébdl vagy human
kodnak megfeleléen kodoltak. Azt tapasztaltuk, hogy ezen hibrid Rli molekuldkat expresszald
torzsekben csak az a varians komplementalta az ¢lesztd Rli hianyat, amelynek az N-terminalis
rovid szakaszat cseréltiik a human fehérje N-terminalisara. Ez a szakasz viszont csaknem
teljes egyezést mutat a két fehérje kozott. Mostani kisérleteinkkel arra keressiik a valaszt,
hogy melyik funkciojat vesziti el az Rli a human fehérjében az élesztéhoz viszonyitva, illetve
ez a funkcié melyik fehérjeszakaszhoz kothetd. Eldzetes kisérleteink alapjan mind a human,
mind a hibrid Rli fehérjék in vitro hasonld mértékben kototték a Her fehérjét. Jelenleg in vivo
funkcionalis 6sszehasonlitdsokat végziink, de még nem rendelkeziink végleges eredménnyel.
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kovette, keresni kezdtiik, hogy vajon az interferon hatdsmechanizmusan kiviil van-e mas
szerepe az Rli fehérjének human sejtekben is. Ehhez a mar emlitett médokon (Rli antiszensz
kezelt sejtekben ha a transzlacid szintjét vizsgaltuk radioaktiv metionin fehérjékbe épiilése
révén, azt tapasztaltuk, hogy az Rli-depletalt sejtekben a transzlacié mértéke az élesztd
sejtekben megfigyelt modon csokkent. Ugyanigy megvizsgaltuk az egyes riboszomalis RNS
komponensek mennyiségét Northern-blottal a kezeletlen és Rli-depletalt HeLa sejtekben, és
azt tapasztaltuk, hogy a kezelt sejtekben az egyes riboszomalis RNS-ek mennyisége csokkent
a kontrol sejtekéhez vizsonyitva. Hasonléan RT-PCR technikaval vizsgaltuk a kontrol és Rli-
depletalt sejtekben a riboszomalis fehérjék mRNS szintjét, €s itt is azt talaltuk, hogy a
riboszomalis fehérjék mennyisége csokkent. Mindez arra utal, hogy human sejtekben is az Rli
fehérjének a transzlaciot és/vagy riboszéma érést befolyasolo szerepe van, akarcsak azt a
¢lesztd sejtek esetében megfigyelhettiik. Ennek a szerepnek a mechanizmusat még nem tartuk
fel részleteiben, de reményeink szerint hamarosan megismerjiik, €s igy lehetdségiink lesz
felismeréseinket publikalni.



