A felgyorsult fehérje korforgas szerepe a
transzlacios hibakkal szembeni
alkalmazkodasi folyamatokban

Ph.D. értekezés tézisei

Kalapis Dorottya

Témavezeto:
Dr. Pal Csaba

tudomanyos fomunkatars

Bioldgia Doktori Iskola
MTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Biokémia Intézet

Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi es
Informatikai Kar

Szeged

2017



Bevezetés

A transzlacid egylke az ¢l szervezetekben
lejatszodo alapvetd felépitd folyamatoknak. A fehérjék
az éloknyek sejtjeinek fontos épitdkovei, ezért a
transzlacid6 pontos menete a sejtek életmikkodéseinek
szempontjabol  kiemelt jelentdségli. Ismert azonban,
hogy a fehérjék képzddése nem hibamentes folymat, ez
pedig hatdssal van az ¢éloknyek életképességére, ¢és
szdmos  betegség  kialakulasaval is  Osszefliggésbe
hozhato.

A fehérjek képzddésének minden
részfolyamataban ~ bekdvetkezhetnek — hibak. Friss
kutatasok azt 15 kimutattdk, hogy eléfordulasi
gyakorisaguk 3-5 nagysagrenddel meghaladja a DNS
masolasi hibak eléfordulasi gyakorisagat. Felmerll a
kérdés, hogy ha a transzlacios rendszer ilyen nagy
hibazasi  valosziniiséggel dolgozik, hogyan képesek
mégis a sejtek normalis életmikkodéseiket fenntartani?

A folyamatok iranyat tekintve a transzlacios hibakkal
szemben Kialakult védekezd rendszerek két csoportja

ismert; a hibak megjelenési aranyanak csokkentésére
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iranyuld, valamint a mar meglévé hibak altal okozott
karos hatasok mérséklését célzo folyamatok. Jelenleg
keveset  tudunk  arr6l, hogy ezen  védekez6
mechanizmusok  kozil melyek és  milyen aranyban
jarulnak hozzd a normélis sejtmikodést  biztosito
fehérjetartalom  kialakitasdhoz.  Munkank  célja  volt
felderiteni azokat az alapelveket, melyek mentén a sejtek
képesek alkalmazkodni a transzlacios hibak okozta karos
hatasokhoz. Vizsgalatainkat Saccharomyces cerevisiae
modellszervezeten  végeztik, melyben a transzlacios
hibak egy specidlis fajtajanak, a kétértelmii aminosav

kédolasnak a hatasait elemeztik.

Célkitiizések

Munkank soran az evolicidbiologia, a biokémia, és
funkcionalis genomika eszkozeit Otvozve a kovetkezd
kérdésekre kerestik a valaszt:
1. Saccharomyces cerevisiae sejtekben
laboratoriumi  evolicid soran mérsékelhetd-e a
mesterségesen  megemelt transzlacios  hibarata

okozta ratermettség csokkenés?
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2. A transzlaciés  hibdk  okozta  ratermettség

csokkenés hatterében milyen okok allhatnak?
Milyen genetikai és sejtélettani valtozasok teszik
lehetové az emelkedett transzlacidos hibarataval
szembeni alkalmazkodast?

Az emelkedett transzlacidés hibarataval szembeni
alkalmazkodassal parhuzamosan milyen

evolicios mellékhatasok azonosithatok?

Anyagok és modszerek

Magas transzlaciés hibarataji  Saccharomyces
cerevisiae t0rzs eldallitaisa Candida albicans
tRNScac ™ génjének alacsony  képiaszamu
vektorrdl torténd expresszidjaval - transzformalas

Transzlacios  hibarata mérése  B-galaktozidaz
enzim aktivitas reakcioval

Laboratériumi  evolicié alacsony és magas
transzlaciés  hibarataju  torzsekkel — folyadék
kultirdban

Elesztd torzsek ratermettségének meghatarozasa

novekedési rata méréssel



Magas transzlacios hibarataju torzsekbol vektor
csere segitsegével alacsony transzlacios
hibarataju torzsek készitése - transzformélas

A fehérje aggregacios rata mérése  voros
fluoreszcens fehérjével (mCherry) 0Osszekapcsolt
humédn fehérje, a wvon Hippel-Lindau protein
(VHL) segitségével

A B-galaktozidaz  enzim  fehérje  szintjének
meghatarozasa Western blottal

A tRNScacZ M expresszios  szintjének
meghatarozasa Northern blottal

A fehérjeszintézis rata meghatarozdsa ,Pulse-
labeling” technikaval

Proteaszoma kimotripszin-szerti aktivitasanak
mérése fluorogén szubsztrat (s-LLVY-MCA)
alkalmazasaval

A glikéz felvételi rata meghatarozasa a tapoldat
glikéz tartalmanak meghatarozasaval

A kronologiai  élettartam  mérése  sorozatos
¢lésejtszam meghatarozassal



e A rbofagia mértékének szamszertsitése GFP-vel
fluoreszcensen jelolt RplR25p-t  lokalizaciojanak
meghatarozasaval

e A génexpresszid microarray alapl vizsgélata

e DNS  szekvencia  meghatarozasa Hllumina
platform segitségével

Eredmények

1. A magas transzlaciés hibarata okozta ratermettség
csOkkenés laboratériumi  evollcio alatt gyorsan
kompenzalhat6

A transzlacios hibdk ratermettségre gyakorolt
hatasainak  vizsgalatdhoz egy korabban  létrehozott
Saccharomyces cerevisiae alapi modellt hasznaltunk.
Candida albicans tRNScac™™ génjének egyszeres
kopiaszami  plazmidrol  torténd  expresszidjaval diploid
pékélesztd sejtekben mesterségesen megemeltik a
transzldcios  hibaratdt. Az (0  mutans  tRNS
kifejez0désével a CUG poziciokba az eredeti leucin
mellett szerin beéplilése is lehetségessé Valt.



B-galaktoziddz  enzim  aktivitas  meresén  Kkeresztil

szerin

igazoltuk, hogy a tRNScac kifejez0dése valoban
megemeli a transzlaciés hibaratat pékéleszt6 sejtekben.
Kimutattuk, hogy a mutans tRNS expresszidja
szignifikans, 62%-os P-galaktoziddz enzim aktivits
csokkenést, ezzel egyitt pedig a transzlacios hibarata
szignifikans emelkedését eredményezte.

NoOvekedesi rata  meréssel  kimutattuk, hogy a
tRNScac”™ gén expresszidjaval megemelt transzlacios
hibarata 40%-0s ratermettség csokkentést okozott vad
tipusti torzshtz keépest. Ezt kovetden egy megkdzelitdleg
250 generécibig tartd laboratériumi evolicidt végeztiink
11 alacsony és 11 magas transzlacios hibarataju vonallal.
Az evoliciot kovetden megallapitottuk, hogy a kezdeti
novekedési ratahoz képest mind a 11 parhuzamosan
evolvalt vonal novekedési ratdja szignifikansan, 13,3%—
51,7% kozotti mértékben emelkedett. Ezek az adatok
arra engedtek kovetkeztetni, hogy a magas transzlacios
hibarata okozta kezdeti ratermettség csokkenés méar egy
viszonylag rovid idejii alkalmazkodési periodus alatt is

részben kompenzalhato.



2. A magas transzlacios hibarata elsésorban a
csOkkenést

Ismert, hogy a magas transzlaciés hibarata
ratermettség  csokkent6  hatasa a  fehérjék  hibas
feltekeredése, 0Osszecsapddasa, és a létrejott fehérje-
aggregatumok sejtkarositd hatasa réven is
megvalosulhat.  Ezek  tekintetében  vizsgaltuk  a
transzlacidés hibarata és a fehérje aggregacio kapcsolatat.
Egy fluoreszcens, aggregaciora hajlamos riporter fehérje
(VHL-mCherry) sejteken bellli eloszlasat vizsgalva
kovetkeztettink a  fehérje  aggregacid6  mértékének
laborat6rium evollcio alatti valtozasara.
Megallapitottuk, hogy az 0Osi allapotban a magas
transzlacios hibarata szignifikansan ndvelte a fehérje
aggregacio mertéket. Az evoluciot kovetdéen azonban
mind a 11 evoliciés vonalban az aggregacio mértékének
szignifikdns  csokkenése  volt  megfigyelhet6.  Ezek
alapjan arra  kovetkeztettiink, hogy a laboratoriumi
evolucio alatt a szelekcid elssorban a fehérje aggregacio

csokkentésére iranyult.



3. Az adaptécios folyamatokban a transzlacios
hibarata csokkentése csak kisebb mértékben jatszik
szerepet

Biokémiai teszt segitségével megallapitottuk, hogy
az evolicié soran kis mértékben ugyan, de csokkent a
tRNScac M-t expresszald vonalakban a transzlacios
hibarata mértéke. Ennek legvaloszinibb oka az adaptacio
alatt a transzlcids hibarataért felelés tRNScacZ™
expresszidjanak  csokkenése, melyet Northern Blot
segitségével mutattunk ki. Véleménylnk szerint azonban
sem a transzlacios hibarata, sem a mutdns tRNS
expressziojanak csokkenése nem volt olyan mértéki,

hogy ezt tekinthessiik az adaptacidé f0 mechanizmusanak.

4. A transzlaciés hibdkkal szembeni toleranciat az
evolucio alatt felgyorsuld fehérje korforgas biztositja
Biokémiai tesztek segitségével kimutattuk, hogy
a magas transzlacios hibarataju vonalakban az evollcio
soran szignifikansan emelkedett a fehérjeszintézis rataja
és a proteaszOmdlis  lebontds mértéke is. A
fehérjeszintézis rata emelkedéset radioaktivan  jelolt

aminosavak beépulési aranyanak mérésével hataroztuk
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meg, a proteaszomalis lebontési rata emelkedését pedig
s-LLVY-MCA  fluorogén  szubsztratot  alkalmazva
mutattuk ki, Méréseink alapjan igy arra kdvetkeztettink,
hogy a transzlaciés hibakkal szembeni robusztussagot az
evolucio alatt elsOsorban a felgyorsulo fehérje korforgas

biztositotta.

5. Az alkalmazkodasi folyamatok genetikai hatterét
elsdsorban az evolicio alatt megjelené nagy genomi
atrendezodések biztositottak

Az adaptacio genetikai hatterének
megismeréshez telies genom szekvenalast végeztink a
11 ewvoliciés vonalon. A szekvenciaadatokat elemezve
megfigyelttk, hogy a magas transzlacios hibaratahoz
vald alkalmazkodds nagy genomi atrendezOdéseket
indukalt az evolvalt vonalakban. A megjelent nagy
genomi  atrendezOdések  tObbek  kozott  riboszéma
biogenezisben,  -0Osszeszerelésben, és az  RNS
feldolgozasban  részt  vevé  gének  kopiaszamanak
egyuttes emelkedését eredményeztek. Ezen valtozasok
feltételezhetéen a felgyorsuld fehérjeszintézis genetikai
hatterét biztosithattdk. Az evolvalt vonalak toébb mint
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90%-4&ban két, deubiquitinicioban szerepet jatszd enzim
gén (UBP3, UBP5) kopiaszam csokkenését is
azonositottuk. Ezek a gének a fehérjék lebontasi (trol
vald eltéritésében jatszanak szerepet, a csokkend dozsuk
pedig ndvelheti a proteaszomalis lebontdsi Utra terelt
fehérjék aranyat, mely magyarazatul szolgalhat az
evolvalt vonalakban megfigyelt magasabb
proteaszomalis lebontasi ratara.

A genomi muticidk vizsgalatan felil azok
génexpressziora gyakorolt hatdsait is vizsgaltuk. Két,
jelemz0 mutdciés mintdzattal rendelkezd evolicids
vonalban a kromoszoma atrendezOdések altal nem
érintett genek expresszios szintjét vizsgalva
megallapitottuk, hogy a laboratoriumi evolicid soran
emelkedett a riboszomélis RNS feldolgozas, a riboszoma
biogenezis és az aminosav bioszintézis Gtvonal egyes
génjeinek  expresszids szintje. Ezek az eredmények
valoszinlisitik, hogy a kromoszoma atrendezddések
mellett génexpresszios valtozasok is el6segithettek a
magas transzlaciés hibaratdhoz valo alkalmazkodast, a

fehérjeszintézis ratajanak emelésén keresztiil.
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6. A transzlaciés hibadkkal szembeni robusztussag
kialakulasanak mellékterméke a sejtek
megndvekedett energiaigénye

Ismert, hogy mind a fehérjeszintézis, mind a
proteaszomalis lebontas nagy energiaigényi folyamat. A
sejtek  glikdzfelvételi  ratajanak  mérésével igazoltuk,
hogy a evolicios vonalakban felgyorsuld fehérje
korforgas megndvekedett energiaigényének fedezésére a
sejtek novelték a tapoldatbdl felvett cukor mennyiségét.
Kimutattuk tovabba, hogy a felgyorsult fehérjeszintézis
és az emelkedett fehérje-lebontasi rata a megndvekedett
energiaigény kdvetkeztében tapanyagszegény
kornyezetben a sejtek ratermettségének csokkenését és
az ewolalt populaciok  kronologiai  élettartamanak
csokkenését vonta maga utan. A magas transzlacios
hibaratdhoz torténd alkalmazkodas mellékhatasaként az
evoliciés vonalakban csokkend mértékii  riboszoma
lebontasi  folyamatokat —azonositottunk, melyek az
€hezési  korilmények — kozott  megfigyelt  jelentds
életképesség csokkenéshez, és a populaciok gyors

kihalaséhoz vezethettek.
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Osszefoglalas

Jelen munka bizonyitja, hogy a felgyorsult
fehérje korforgas a magas transzlacios hibaratahoz
torténé alkalmazkodas egy gyors, és hatékony mddja,
kiemelkedéen magas energetikai koltsége miatt azonban
csak tapanyagban gazdag kornyezeti feltételek kozott
nydjthat valos megoldast. Dolgozatomnak nem célja azt
allitani, hogy a felgyorsult fehérje korforgas az egyetlen
lehetséges védekezd mechanizmus a magas transzlacios
hibarata  karos hatasaival ~ szemben. Konnyen
elképzelhetd, hogy a kiilonboz6 kornyezeti koriimények
és tapanyag ellatottsagi feltételek kozott €6 fajok
kiillonbozd nativ transzlacids hibarataval rendelkeznek,
és ezzel péarhuzamosan akar mas jellegli védekezd

mechanizmusokat is kialakithattak.
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