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1. Bevezetés

A transzlacid egyike az ¢€l0 szervezetekben lejatszodd alapvetd felépitd
folyamatoknak. A fehérjck az ¢éldlények sejtjeinek fontos ¢épitd elemei, ezért a
transzlacid pontos menete a sejtek  életmilkddéseinek  szempontjabdl  kiemelt
jelentdségli. Lévén azonban, hogy nincs tokéletesen mikodd biologiai rendszer, a
fehérjék képzodése sem hibamentes, ez pedig hatdssal van az €lolények életképességére,
és szamos betegség kialakulasaval is 6sszefliggésbe hozhato.

A fehérjek képzddése az aminosavianc felépitésén keresztil a megfeleld
térszerkezet felvételén &t a poszt-transzlacios modositasokig tobb egymasra épiild
alrendszer egyiittes miikodése révén valosul meg. Friss kutatasok kimutattak, hogy az
emlitett folyamatok koziil meglepden sok kifejezetten hibdzasra hajlamos. Példaként
emlithetd, hogy a hibas aminosav beépiilések aranya 107 és 10™* kozott mozog (Kramer
és Farabaugh, 2007), ez az arany pedig joval meghaladja a DNS masolas hibaratajat
(kb6zel 3-5 nagysagrenddel magasabb). Ezekbdl a szamadatokbol az latszik, hogy mig
tokéletesen masolt DNS-t kdnnyen talalhatunk a sejtekben, addig olyan sejt, melynek
minden fehérjéje tokéletesen késziilt, nem létezik.

A hibas fehérjeképzd folyamatok éldlényekre gyakorolt kéaros hatisaira szamos
bizonyiték  létezik. A gyogyaszatban ma is széles korben haszndlnak olyan
antibiotikumokat, melyek a transzlacio-megbizhatdsdg csokkentése révén fejtik ki 616
hatasukat (Kohanski és mtsai, 2008). Azt is tudjuk, hogy a fehérje képzodés
mindségellendrzési  rendszerének  kdrosodasa a  normalistol  eltéré  sejtalak
kialakuldsahoz wvezethet (Nangle és mitsai., 2006), illetve kiilonboz6 neurodegenerativ
betegségekkel Osszefliggd fenotipusok megjelenését idézheti eld (Lee és mitsai, 2006;
Zhao €s mtsai., 2005). A csokkent hatékonysagu fehérjeszintezis a fehérjék
Osszecsapddasdhoz és a mindségellendrz6 rendszerek tiltelitbdéséhez is vezethet
(Paredes és mtsai., 2012).

Hozz4 kell azonban tenni, hogy ez csak az érem egyik oldala. Nem csak a
transzlacios hibak feldasulasa, de a talzottan jOI’ mikodd mindségellendrzo
folyamatok is negativan befolyasolhatjdk az életképességet. A tul pontosan mikddod
riboszomak kinetikusan kevésbé aktivak, igy lassitjak a fehérjék képzodésének
folyamatat, ez pedig az egész sejt novekedési sebességére hatdssal van (Ruusala és
mtsai., 1984; Zaher és Green, 2009). Ezen adatokbol latszik, hogy a fehérjeképz6dés



precizitisanak van egy egyensulyi szintje, melyet koltség-haszon elvek mentén a hibak
karos hatasai, es a riboszomak sebessége befolyasol.

Ha a fehérjeképzd rendszer viszonylag nagy hibazasi valosziniiséggel dolgozik,
a sejtek fehérjetartalmanak jelent6s része valamilyen mértékben sériilt lehet. Felmerdl a
kérdés, hogyan képesek mégis a sejtek a normalis ¢letmiikddéseiket fenntartani? A
probléma megoldasat valtozatos minéségellenérz6 rendszerek biztositjak. A folyamatok
iranyat tekintve két csoportra oszthatjuk a transzlacios hibakkal szemben kialakult
védekezd mechanizmusokat, az egylkk csoportba a hibadk megjelenési aranyanak
csokkentésére wranyuld, mig a masik csoportba a mar meglévo hibak altal okozott karos
hatdsok mérseklését célzo folyamatokat soroljuk (Drummond és Wilke, 2009).

Jelenleg keveset tudunk arr6l, hogy ezen védekezd mechanizmusok koziil
melyek és milyen aranyban jarulnak hozza a sejtek normalis mikodését biztosito
fehérjetartalom  kialakitasdhoz.  Doktori ~ disszertdciomban az evollciobiologia, a
biokémia, és a funkciondlis genomika eszkdzeit felhasznalva mutatok be egy Kkisérleti
rendszert, mely laboratériumi korlimények kozott vizsgalija a transzlaciés hibak karos
hatasainak  mérséklésére  iranyuld védekezd folyamatokat. Vizsglatainkhoz —egy
specialis, Saccharomyces cerevisiae alapl modellt hasznaltunk, melyben egy kiilséleg
bevitt tRNS segitségével mesterségesen emelttlk meg egy adott kodon (CUG)
kodolasénak hibazéasi esélyét. Kutatasi eredményeinkkel kozelebb kertlhetiink annak
megértéséhez, hogy az ewvolici6 hogyan jarulhat hozzd a fehérjék, mint a bioldgiai

informacié egységeinek megtartasahoz.



2. lrodalmi attekintés

2.1. A fehérjék és szerkezetik

A sejtekben lejatszodo biologiai folyamatok nélkiildzhetetlen szerepléi a fehérjék. Erre
mar 1838-ban Berzelius is utalt, aki a fehérjéknek a gordg eredetti proteios elnevezést
adta, melynek jelentése ,els6dleges fontossagn” (Vickery, 1950). A fehérjék
gyakorlatilag valamennyi, a sejtben lejatszodo folyamatban részt vesznek: tobbek kozott
biokémiai reakciok Kkatalizalasa (enzimek), kiilonboz6é molekuldk membranon keresztiili
mozgasa (transzporterek), jel-érzékeles és -feldolgozas (szabalyozo és jelatviteli
fehérjék). Adott fehérjék sejtszerkezeti valamint motoros funkciokkal is rendelkeznek
(Arce és mtsai., 2009; Hirokawa és Takemura, 2003).

A természetben eléforduld fehérjék zOme a genetikai kdd altal meghatarozott 20
aminosavbol felépild polimer. Létezenek azonban olyan kiilonleges él6kények is,
melyeknél a genetikai kod bovilése tapasztalhato. Jelenleg két olyan modositott
aminosav ismert, mellyel a genetikai kod béviilése lehetséges az élévilagban (Ling és
mtsai., 2015). Egyes archaea (Rother és Krzycki, 2010) és baktérium (Zhang és mtsai.,
2006) fajok szelenociszteineket épitenek a redox enzimeikbe, bizonyos methanogén
mikroorganizmusok pedig pyrrolizmnel bovitikk a lehetségesen beépithetdé aminosavak
szamat (Borrel és mtsai., 2012; Hao és mtsai., 2002).

A fehérjék  szerkezetére a  hierarchikus  egymasra  rendezddés  jellemzo.
Megkiilonboztetink  elsédleges-, méasodlagos-, harmadlagos- illetve  negyedleges
szerkezetet (Brésen és Tooze, 1991). A felépit6 aminosavak egymas utani
rendez6désébol kialakult linearis polimer alkotja a fehérjék elsddleges szerkezetét. Az
elsédleges  szerekezetben az aminosavak egymassal peptid Kkotésen  Kkeresztil
kapcsolodnak (Pauling, 1960). A masodlagos szerkezet a polipeptidlanc kiilonbozo
részeinek térbeli elrendezodésével alakul ki. Ezeket a szerkezeti elemeket H-hid kotések
stabilizaljadk. A legfontosabb ilyen elemek a hélixek, redék és a hurokok. A
elsésorban a molekulan beliili hidrofob kolcsonhatasok stabilizalnak (Wood, 1996). A
harmadlagos szerkezet egységei a domének, gyakran egy-egy funkcionalis egységnek
felelnek meg (Brésen és Tooze, 1991). Vannak fehérjék, melyek egynél tébb
polipeptidlanc komplexbe rendezddésével alakulnak ki A negyedleges struktira ezen



alegysegek egymashoz vald viszonyat és térbeli elrendez6dését hatarozza meg (Berg és
mtsai., 2002).

2.2. A transzlacio

A fehérjék termeléséhez szilkséges 6sszes informaciot az 6rokité anyag (DNS) kodolja,
mely informécibkat a molekularis bioldgia centrdlis dogméja alapjan a mMRNS-ek
kozvetitése teszi a fehérjeszintézis rendszer szamara értelmezhetévé (Crick, 1970).
Transzlacionak azon folyamatok 6sszességét nevezzilkk, melyek soran a MRNS bazis
sorrendje altal meghatarozottan =zajlik az aminosavak polipeptidlancca kapcsolasa
(Campbell, 1996). Eukaridta sejtekben a fehérjeszintézis helye a citoplazma (Kapp és
Lorsch, 2004).

A transzlacié harom kiilonboz6 tipust ribonukleinsav (RNS) molekula egymassal és
egyéb faktorokkal torténd egyiittmikodése révén valosul meg. Ez a hadrom RNS
molekula a messsenger RNS (mRNS), a transzfer RNS (tRNS) és a riboszomélis RNS
(rRNS) (Barciszewski és Clark, 2012).

2.2.1. A messenger RNS (MRNS) szerkezete

A mMRNS informici6 kozvetitdé funkciot tolt be az oOrokitd anyag (DNS) és a
fehérjeszintézis  rendszere  kozott (Crick, 1970). A DNS Dbazis sorrendjében
meghatarozott genetikai informacid a transzkripcid soran forditddik at a mRNS bazis
sorrendjére (Brenner és mtsai., 1961). A mRNS Ilancot alkotd bazisok harmasaval
Ugynevezett tripleteket, mas néven kodonokat alkotnak. Egy-egy ilyen triplet a
genetikai  kodtabla szabalyainak megfelelden egy-egy aminosav  meghatarozasaért
felelés. A tripletek egymas utani sorrendje adja a fehérjéket felépité aminosavak
sorrendjét. A mMRNS fehérjét kodold része az 5° start kodontdl a 3° stop kodonig tart
(Barciszewski és Clark, 2012). A prokaritakban egy adott mRNS molekula tobb fehérjét
is kodol, azaz policisztronos (Kozak, 1983). Az eukaridtdk mRNS-ei ezzel szemben
monocisztronosak (a splicing-variansoktol eltekintve), azaz egy-egy mMRNS molekula
csak egy fehérje meghatarozasaért felelés (Kozak, 1983).

A fehérjét kddold szakaszon kivill, az 5° start helyet megelézéen illetve a 3’ stop hely
utdn ugynevezett nem atirddo régiok (UTR) helyezkednek el. A 5’ UTR régidban
taldlhatd a mMRNS-ek riboszoma kotéhelye (Elliott és Ladomery, 2015), a promdter
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régié valamint egyéb szabalyozO elemek is. Prokaridtdkban ezt a feladatot a Shine-
Dalgarno szekvencia, eukariotdkban a Kozak szekvencia latja el (Brown, 2002). Az
eukariota mRNS 5’ végén talalhato egy 7-metilguanozin sapka, mely az exonukleazok
elleni védelemt6l kezdve a riboszoma-kotés segitéséig tobb feladatot is ellat (Elliott és
Ladomery, 2015). Szintén az eukariota mRNS-re jellemz6 a 3° UTR szakasz végén
talalhatd poli-adenil farok, melynek a mRNS stabilitisanak meg6rzésében, a
citoplazmaba  torténd  szllitaskor, illetve a  fehérjeszintézis  hatékonysaganak

szabalyozasaban van szerepe (Barrett és mtsai., 2012).

2.2.2. Atranszfer RNS (tRNS) szerkezete

A tRNS a ,kodfejt6” szerepét tolti be a MRNS tripletek aminosavakka torténd
atirdsdban. Feladata a megfeleld aminosavak megkotése, a fehérjeszintézis helyére
torténd  szallitaisa €s a készild polipeptidlancba épiilésének segitése. A tRNS-ek
altalaban 76-90 nukleotid hosszi molekulak (Sharp és mitsai, 1985), melyeket
masodlagos szerkezetik miatt gyakran lohere formaban (1A. 4&bra), negyedleges
szerkezetik miatt pedig L-alakban &brézolnak (1B. abra, Itoh és mtsai., 2013).
Maésodlagos szerkezetik alapjan minden tRNS egy Kkarral, és harom hurokkal
rendelkezik (lasd 1. &bra). A hurkok az ellentétes lefutdsi bazisok Watson-Crick
parosodasa réven jonnek létre. A molekula 3° végén talalhatd az ,aminosav kar”. Nevét
onnan kapta, hogy a 3’ végen talalhatd egy citozin-citozin-adenin (CCA) szekvencia,
ezen keresztil kapcsoldédik a szalltandé aminosav a tRNS-hez. A harom hurkot D-
huroknak, antikodon-huroknak, illetve T-huroknak nevezzik (ltoh és mtsai, 2013).
Néhany tRNS-ben az antikodon hurok és a T-hurok kozott még egy Ugynevezett
,variabilis hurok™ is talalhato. A T-hurok neve a rajta talalhato ribotimin-pszeudouridin-
citozin (TWC) szekvencidbdl ered. Az antikodon hurok tartalmazza a hirom bazs
hosszlsagu antikodont, mely ellentétes lefutasban kapcsolodik a mRNS megfelels
kodonjaval. A D-hurok a nevét a rajta taldlhatdé 2-3 darab modosult bazisrol, a
dihidrouridinrél kapta (Bjork és mtsai., 1987).
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1. &bra. A tRNS szerkezetének sematikus vazlata
A: A tRNS masodlagos szerkezete. B, A tRNS negyedleges szerkezete (&bra: Lodish és mtsai
alajan., 2003)

2.2.3. A riboszomélis RNSek (rRNS) és a riboszéma

A riboszémélis RNS-ek kiilonbozo fehérjékkel 6sszerendezOdve komplexeket alkotnak,
melyeket riboszoméknak nevezink. A riboszomak a fehérjeszintézis helyei, a mRNS-en
végighaladva ,olvassak le” a kodolt informaciokat, és ezek alapjan kataliziljagk az
aminosavak lancca rendezbdésének folyamatat, mikdzben szdmos faktort és tRNS-t is
megkotnek (Barciszewski és Clark, 2012). A riboszomak kis és nagy alegységbol
éplinek fel. Mindkét alegységet a rd jellemzé rRNS-ek és fehérjék alkotjak. A teljes
eukariota riboszoma mérete 80S, ebbdl a kis alegység 40S, a nagy alegység pedig 60S
méreti (Ben-Shem és mitsai., 2011). Az eukaridta Kkis riboszomalis alegység a 18S
rRNS-b6l és 33 fehérjébdl rendezédik Gssze (Ben-Shem és misai., 2011; Rabl és mtsai.,
2011). A kis alegység f6 feladata a mMRNS-en kodolt informacio ,leolvasasa”
(Ramakrishnan, 2002). Az eukariota riboszoma nagy alegysége egy 5S RNS-bél egy
5.8S RNS-bdl, egy 28S RNS-b6l, és tovabbi 50 fehérjébdl épiil fel (Ben-Shem és misai.,
2011; Klinge és mtsai., 2011). A nagy alegyseg f0 feladata az aminosavak
polipeptidlancba kapcsolasa (Ramakrishnan, 2002).

Miikodés szempontjabol harom eltérd6 tRNS kotd helyet kiilonboztetink meg a
riboszdémakon; az aminosav-helyet (A-hely), a peptidil-helyet (P-hely), valamint az
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angol ,exit”, azaz kijarat szobol eredé E-helyet. Az A-helyre érkeznek és kotnek az
aminosawal tol6tt tRNS-ek, melyek a fehérjelanc hosszabbitasakor a P-helyre
cslsznak tovabb, és a riboszOmat, mar aminosav nélkil, az E-helyen hagyjak el
(Griffiths és mtsai., 2000).

2.2.4. A fehérjeszintézis

A polipeptidlanc  szintézisének megkezdése elétt az épitékoveknek, azaz az
aminosavaknak a nekik megfeleld tRNS-hez kell kapcsolddniuk. Ez a folyamat két
lépcsébe zajlik le: az aminosavakat eldszor egy specifikus aminoacil-tRNS-szintetaz
enzim felismeri €s megkdti (aminosav aktivalas), ezt kovetden pedig az aktivalt
aminosavakat a nekik megfelelo tRNS-re kovalensen kapcsolja (Berg és mtsai., 2002).
A megfeleld tRNS felismerésében az antikodon mellet egyéb szerkezeti elemek, mint az
antikodon kar (Berg és mtsai., 2002), vagy a T-hurok (Schimmel és mtsai, 1993) is
segitik az aminoacil-tRNS-szintetaz enzimet.

A [étrejott aminoacil-tRNS molekuldk ezutan a riboszoméhoz diffundalnak, ahol
megkezd6édik a polipeptidlancok szintézise. A fehérjesziztézis harom szakaszban zajlik
le: lanckezdés (iniciacid), lanchosszabbitas (elongacié) és lanczaras (terminacio)
(Rodnina és Wintermeyer, 2009).

A fehérjeszintézis iniciacios szakaszaban a riboszoma két alegysége még nem alkot
egymassal komplexet, a szintézisben részt nem vevd alegységeket iniciacios faktorok
tartjdk egyméstol tavol (Malys és McCarthy, 2011). A transzlaciés preiniciacios
komplex akkor alakul ki, mikor a Kkis alegyseg-iniciacios faktor komplexhez kot a
lainckezd® aminosavat, formil-metionint szallt6 tRNS, GTP, tovabbi masik iniciacios
faktorral egyltt (Pestova és mtsai, 2001). Az iniciaciés komplex kialakulasakor a kis
alegyseghez a lanckezd6 AUG kodont felismerve kot a mRNS. Ebben a folyamatban a
kis alegységet az eukariota mRNS 5° UTR régidjaban talalhatd Kozak-szekvencia segiti
(De Angioletti és mtsai., 2004). Ez kovetden GTP hidrolizacioja mellett a riboszoma
peptidil helyére kot a formil-metionin-tRNS (Pestova és mtsai., 2001). Az iniciacio
folyamata a riboszoma nagy alegységének GTP hidrolizise mellett torténd kotddésével
zérul (Pestova és mtsai., 2001; Poulin és Sonenberg, 2000).

Az elongacio a fehérjeszintézis masodik szakasza, mely sordn az aminosavak

lépésenkenti lancba épitése zajlik, a MRNS kodonjai altal meghatarozott sorrendben. A
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folyamatban segit6 fehérjék, Ugynevezett elongéacids faktorok is részt vesznek (Berg és
mtsai., 2002).

Az miciaci6 szakaszdban az elsd aminosavat kotd tRNS a riboszoma peptidil helyén
taldlhatd, az A-hely pedig szabad. Ide érkezk a mRNS kodonjanak megfeleld
aminosawal toltott tRNS, és kapcsolodik a mar ott 1€vé aminosavval GTP hidrolizise
mellett. Ezt a reakcidt peptidil-transzferaz reakcionak nevezzilk, melyet a riboszéma
nagy alegysége katalizdl (Noller és mtsai., 2002).

A peptidkotes letrejottével a mar két aminosavbol allo lanc az A-helyen 1évé tRNS-en
helyezkedik el. Ezt kovetéen ujabb GTP hidrolizis mellett a lancot hordozd tRNS az A-
helyrél a P-helyre, mig a mar Ures tRNS a P-helyr6l az E, vagyis kilép6 helyre keriil a
(Noller és mtsai.,, 2002). Az E-helyr6l a citoplazmaba tavozik az dres tRNS, az A-hely
pedig ismét szabadda valik, Ilehetévé téve az éppen aktualis kodonnak megfeleld
aminosav odaszallitasat, és a novekvd lanchoz kotését (Griffiths és mtsai., 2000). Az
elongéciés ciklusok ilyen lepések mentén a teljes aminosavianc elkésziltéig tartanak.
Az aminosavianc az amino-terminalis végétél a karboxi-termindlis vége felé halad,
mikdzben a riboszOma a mRNS 5’ végét6l a 3° vég iranyaba csuszik. Egy mRNS-en
adott idében tobb riboszoma is haladhat aktiv fehérjeszmtézist végezve. Ezt a strukturt
poliszoménak nevezzik (Warner és mtsai., 1963).

A polipeptidlanc szintézise akkor zarul le (terminacio), mikor a riboszoma csuszasaval
az A-helyre a mRNS 3° végén talalhatd stop kodonok valamelyike kerdl. Ilyenkor egy
Ujabb tRNS kotése helyett specidlis elenged6 ,release” faktorok érkeznek a komplexbe
(Poole és Tate, 2000). A release faktorok GTP hidrolizise mellett levalasztjak az
elkészilt fehérjelancot a tRNS-r6l, a tRNS-t a P helyrdl, és a riboszoma két alegységére

disszocial (Korostelev, 2011).

2.3. A feherjék feltekerése

Ahhoz, hogy a fehérjék feladatukat megfeleloen ellassak, elengedhetetlen a megfeleld
terbeli szerkezet kialakitasa. Az a fizikai folyamat, mely sordn a polipeptidlanc felveszi
a mikodéshez szikséges térszerkezetet, a feltekeredés vagy folding (Hartl és mtsai.,
2011). Minél nagyobb egy fehérje, statisztikailag anndl tobb lehetséges térszerkezetet
vehetne fel, a legtobb fehérje azonban a termodinamikailag szamara legkedvezobb,

legstabilabb  allapot elérésére torekszik (Govindarajan és Goldstein, 1998). Ezt a
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térszerkezetet nativ allapotnak nevezzik. Az Anfinsen-dogma szerint a fehérjék
térszerkezetét az aminosav sorrendjik hatarozza meg (Anfinsen, 1972). A Levinthal-
paradoxon értelmében a fehérjék ezt a nativ allapotot viszonylag gyorsan elérik anélkdil,
hogy az 0sszes lehetséges allapotot végigprobalnak (Zwanzig és mitsai., 1992). A
feltekeredés koztes, atmenetileg stabil allapotokon keresztil megy végben (Onuchic és
mtsai., 1996).

A fehérjek nativ allapotukat mar a transzlacio alatt, vagy annak befejeztével is
felvehetlkk. Bar a folyamat spontdn is lezajlik, ez a sejtek ¢Eletmikodésének
szempontjabol tdl lassu, és kevésbé hatékony megoldas. A gyorsabb és hatékonyabb
feltekeredéshez a fehérjéknek segitségre van szilkseége, ezt a feladatot a dajkafehérjék
latjak el (Hartl és mtsai., 2011). A dajkafehérjék egy egész fehérjecsaladot alkotnak,
melyek tagjai nem csak az Gjonnan szintetizalt fehérjék aktiv feltekerésében, hanem a
még nativ allapotot el nem ért fehérjek atmeneti stabilizalasdban és a hibas térszerkezet
felvételének megakadalyozasaban is szerepet jatszanak (Kim és mtsai, 2013). Sét, a
kisebb térbeli szerkezeti hibakat javitani is képesek a fehérjék kitekerésével, és
megfelelé allapotba vald visszatekerésével (Kim és mitsai, 2013). A dajkafehérjék
milkodése energiat igényel (Kim és mtsai, 2013), de azzal, hogy meggyorsitjak és
hatékonyabba teszik a fehérjék feltekeredését, a sejteknek megéri erdforrasaik egy
részét a dajkafehérjék mikodésére forditani. A befektetett energia pedig kulondsen
megtériilhet stresszkoriilmények (pl hdstressz) kozott.

2.4. A fehérjék lebontasa

A fehériék sejten belili mennyiségét a felépit6 és lebontd folyamatok dinamikus
egyenstlya alakitja ki. A fehérjek fél-életideje kozott jelentds kiilonbségek lehetnek
(Zhou, 2004). Vannak olyan fehérjek, mint példaul a transzkripcios faktorok, jelatviteli
molekulak, vagy a sejtciklus szabalyozé fehérjéi, melyek aktualis mennyisége dontd
jelentdségli lehet a sejtek szamara. Ezek azok a molekuldk, melyek szerepet jatszanak
gyors sejtvalaszok lebonyolitasdban, ezért fontos, hogy felépitési és lebontasi
folyamataik pontos szabalyozds alatt alljanak. Ezeket a fehérjéket feladatuk végeztével
gyakran el is kell tavolitani a rendszerb6l (Kirschner, 1999). A rovid fél-¢letidejii
fenériék mellett a hibds, nem javithatd fehérjék lebontasa is szilkséges (Kirschner,
1999). Az eukaridta sejtekben a felesleges vagy karos fehérjék lebontasanak két fo
mechanizmusa ismert; a lizoszomalis és a proteoszomalis lebontas (Cooper, 2000).
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2.4.1. Lizoszoéméalis lebontéas

Az eukaridta sejtek lizoszomai membrannal hatarolt sejtszervecskék, melyekben
hidrolitikus enzimek végzik az oda bekerilt makromolekulak lebontdsat. Itt bomlanak le
a sejtek eloregedett, vagy sériilt sejtalkot6i, valamint a fagocitézis sordn az
extracellularis térbol bekebelezett anyagok (Luzio és mtsai, 2007). Ez a fehérje

lebontas kevésbé szelektiv madja.

2.4.2. Proteaszomalis lebontéas

A lizoszOmalis lebontasi ttol eltéréen a proteaszémalis lebontds szelektiv folyamat,
csak az egyedileg megjelol, és igy a lebontasra Kijelolt fehérjék indulhatnak el ezen az
Uton. Ez az egyedi jel a fehérjék kovalens modositdsa poliubiquitin - oldallanc
rakapcsolasa Utjan (Cooper, 2000).

Az ubiquitin egy 76 aminosavbol &lld polipeptid, mely legtobbszér a fehérjék lizin
oldallancara kapcsolddik (Pickart, 2001). Néhany esetben megfigyeltek ubiquitilaciot a
fehérjék aminotermindlis végén (Bloom és mtsai, 2003), még ritkdbban egyéb
aminosavakon, igy ciszteinen, szerinen, és threoninon is (Witte és mtsai., 2005).

Az ubiquitilacidé egy harom IépcsOs enzimatikus folyamat. Az elsé Ilépés az ubiquitin
aktivacioja. Ezt az E1 ubiquitin aktivalé enzim végzi, és a reakcibhoz ATP formajaban
energia szikseges. A masodik lépésben az aktivalt ubiquitin az ubiquitin  konjugalo
enzim ciszteinjere  keril. A harmadik Iépeésben az ubiquitin  konjugald enzinmrél
peptidkotéssel a célfehérje lizinjehez kapcsolodik, ezt a reakciot az ubiquiti ligaz enzim
katalizalja (Dikic és Robertson, 2012).

A fehérjék monoubiquitilacioja még nem lebontdsi jel, hanem szabalyoz6 funkcidja
van, a fehérje aktivitdsat vagy sejten bellli elhelyezkedését befolyasolja (lkeda és Dikic,
2008). Lebontasi jelet egy minimum 4 ubiquitinbdl allo lanc kapcsolodasa jelent (Hicke,
2001), mely a fent ismertetett hdrom Iépéses enzimatikus folyamat ismétlddéseivel jon
létre. A létrejott poliubiquitin oldallincot ismeri fel a proteaszoma, a lebontast végzo
sejtalkoto.

A proteaszomak eukariotakban, archaeakban, és bizonyos baktériumokban megtalélhato
fehérjekomplexek, melyek a  fehérjelebontasért  felelések. Az eukariotdkban
leggyakrabban 26S proteaszoma néwel jelzett fehérjekomplex egy kozponti 20S
cilinder alakti magbol, és két szEIsé6 19S fedobol all. A kdzponti 20S alegység két kiilsd
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a gylrtb6l és két bels6 P gylrtb6l all. Ez utdbbiak rendelkeznek a fehérjék
lebontasahoz  szilksége Katalitikus tulajdonsagokkal;  kimotripszin-szerti, tripszin-szeri
és peptidil- glutamil-peptid aktivitassal (Adams, 2003).

A fehérjék lebontasa energiaigényes folyamat, melyhez ATP jelenlétére van szikség. A
szabalyozast a komplex két végén talalhatd 19S fedd alegységek végzik, melyek ATP
molekulak hidrolizisével biztositjak a fehérjek lebontasahoz szikséges energiat (Liu és
mtsai., 2006).

2.5. A fehérjeszintézis hibak tipusai

Hibdk a fehérjék képzodésének valamennyi szakaszaban bekovetkezhetnek, a
transzlacio, a térbeli szerkezet felétele, illetve az utolagos kémiai mddositdsok alatt is.
A kozvetlen fehérje képzodéssel Osszefliggd folyamatokon til mMRNS atirdsa es érése
soran jelentkez6 hibak is hatassal vannak a fehérjeszintézis folyamataira (Drummond és
Wilke, 2009, 2. &bra).

Transzlaciés hibak > Polipeptid Transzlacio
* Helytelen aminosav beépiilése -l
* A tRNS nem megfelel6 aminosavval toltése

* 1dé el6tti termindcid = |

* Stop kodon atiras (readthrough) N RibEESma

* A leolvasasi keret eltolédésa (frameshift) \ i
mRNS

Splicing Fehérje feltekeredés
o I

1Hibék a feltekeredés alatt
* Kinetikus csapdazodas
* Spontan konformécié vesztés
* Hibas fehérje gatolt feltekeredése

Splicing hibak
*Exonok kiesése

*Intron kivagasi hibak " A A |

K

MRNS  Transzkripcié

Poszttranszlaciés médositasi hibak
* Helytelen proteolitikus hasitds
 Hibas ubiquitilacio,

glikozilacio és foszforilacié
go?

s  Egyéb hibak

. Szigndl Glikan

¢ peptid oldalldnc

Poszttranszlacios
modositasok

Transzkripcids hibak
* Helytelen nukleotid beépiilése
* A polimeraz elcsuszasa

2. dbra. Az eukariota transzlaciés hibak tipusai. (abra: Drummond és Wilke, 2009 alapjan)
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2.5.1. A mRNS atirasi hibak

A transzkripciés hibak komolyan befolyasolhatjdk a transzlacios folyamatok mindségét.
A DNS informécio tartalmanak pontatlan masolasa a mMRNS bazis sorrendjének
megvaltozasat eredményezheti (Thomas és mitsai., 1998), az igy képz6dott mRNS-ekrol
pedig hibas, a sejt genetikai programjanak nem megfeleld elsédleges szerkezetli
fehérjék irodnak at. Az eukaridtdk mRNS-ecinek jelentds része érési folyamatokon is
keresztilmegy, melyek ha nem megfeleléen mennek végbe, a fehérjék szintézisére is

stlyos hatast gyakorolnak (Douglas és Wood, 2011).

2.5.2. A fehérje atirasi hibak

A transzlacio alatt bekovetkez6 hibdk a mMRNS informéacid tartalmanak téves
leforditdsabol adddnak és a genetikailag meghatarozottol eltér6 aminosav sorrendd,
és/vagy hosszisagu polipeptidlancok keletkezésével jarnak.

Misztranszlaciorol akkor beszélink, ha egy adott lanc pozicioba a genetikai kodnak
nem megfeleldé aminosav épiul. Ennek egyik lehetséges mddja, hogy egy olyan tRNS
érkezik a riboszdmahoz, mely a kodon-antikodon parosodds szabdlyainak ugyan
megfelel, de rossz aminosavat kot (Wiltrout és mitsai., 2012). A hibas beépilés masik
lehet6sége, hogy egy megfeleldé aminosavval toltott tRNS a genetikai kod 16tydgése
miatt nem a genetikai kod szabalyai szerint parosodik a mMRNS-sel (Kramer és
Farabaugh, 2007).

A riboszOman a leolvasési keret elcsuszasaval egymas melletti bazisok Uj tripleteket
alkothatnak, igy a képzod6 fehérje aminosav sorrendje is megvaltozik. Ez a frameshift
jelensége. A leolvasési keret elcstszasat tobbek kozott hibds tRNS-ek is okozhatjak
(Sésers és mtsai., 2008). Frameshifttel akar egy Uj, kodold szekvencian bellli stop
kodon is létrejohet, melyet a riboszéma felismer, és igy a transzlacio a teljes
aminosavlanc szintézise elott leall (Arava és mtsai., 2005; Jargensen és Kurland, 1990).
A transzlacid terminacidja sem feltétlen hibamentes. Ha a stop kodon felismerése zavart
szenved, Ugy az aminosavianc szintézise nem all le a mRNS 3° kodold végén, hanem
folyatodik a nem atirddé régiokban egy kovetkezd, stop kodonnak megfeleld
bazisharmasig (Dabrowski és mtsai., 2015; Williams és mtsai., 2004).
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2.5.3. A fehérjék utdlagos modositésa es feltekerése alatt megjelené hibak

Az utdlagos kémiai modositdsi  hibak mindségiiktol fliggben befolyasolhatjak a
képzodott fehérjék funkcidit. TObb human betegség hatterében azonositottak mar
glikozilaciés (Hagberg és mtsai, 1993) vagy foszforilacios hibakat (Winklhofer és
mtsai.,, 2008), ismereteink azonban még meglehetdésen hianyosak a hibas poszt-
transzlacios ~ modositasok  eléfordulasi  gyakorisdganak  és  kdvetkezményeinek
tekintetében.

A hibas feltekeredésnek is tobb oka lehet. A transzlacié, valamint az utdlagos kémiai
modositasok  alatt  bekovetkez6 hibak  gyakran eredményeznek hibas  fehérje
térszerkezetet, azonban akar egy tokéletesen elkészitett fehérje feltekeredése soran is
adodhatnak problémék (Zhang és Yang, 2015).

2.6. A fehérjeszintézis hibak gyakorisaga

A mai napig viszonylag kevés pontos becslés sziletett a fehérjeszintézis hibainak
gyakorisagat illetben. Az ilyen témaji vizsgalatok mind egy-egy Kkifejezett esemény
eléfordulasi valoszinliségét mérik, ezekbdl az adatokbol kovetkeztetve egy adott hiba
tipus megjelenési gyakorisagara. A kiilonb6z6 organizmusokban és eltéré modszerek
segitségével végzett vizsgalatok eredményei mind azt bizonyitjdk, hogy a fehérjék
képzodése alatt tobb nagysagrenddel nagyobb a hibak megjelenési valoszintisége, mint
a DNS szintézis folyaman. Mig a DNS mésolas alatt 108-10'° eseményenként torténik
meg egy hibas nukleotid beépitese (Kunkel és Bebenek, 2000), addig a transzlacio alatt
minden 10%-10°%-ik aminosav-beépilés hibas (Elis és Gallant, 1982; Kramer és
Farabaugh, 2007; Plant és mtsai., 2007; Rakwalska és Rospert, 2004; Salas-Marco €s
Bedwell, 2005; Stansfield és mtsai., 1998).

Ha a hibas aminosav beépilések aranya mellett a polipeptidlancok atlagos hosszat is
figyelembe wvesszilk, teljesebb képet kapunk a transzlacios hibarata protedmra gyakorolt
hatasairol. Egy fehérjelanc hibamentességének valosziniisége adott hibarata mellett a
lanchosszlsaggal csokken. Ez kdnnyen belathatd, hiszen a hosszabb fehérjék tobb
aminosavbol alnak, igy statisztikailag nagyobb valoszinliséggel halmoznak fel hibakat
a transzlacié soran. Alacsony hibarata mellett a sejtek fehérjetartalménak jelentés része
lehet hibamentes, azonban a ,tokéletes” fehérjék elofordulasi valoszinlisége a hibarata

novekedésével csokken (Ribas de Pouplana és mtsai., 2014 és 3A abra).

19



)

1.0

084
0.6 1
0.4 4

0.2 -

A hibamentesség valoszintisége

0.0 — 3 .
0 200 400 600

Polipeptidlanc hossza (aminosav)

(B)

e
(<}

—_—

— T

e
o
L

- 10% hiba/kodon

- 1% hiba/kodon
-~ 0,5% hiba/kodon
- 0,1% hiba/kodon
=— 0,01% hiba/kodon

R
2 o
L L

& 8
o N
1

10 20 30
db aminosav X/ fehérje

A hibamentesség valoszin(sége

o

3. dbra. Osszefuiggés a transzlacios hibak gyakorisaga és a fehérjék tulajdonsagai kozott.
A, Osszefiiggés a transzlacios hibak gyakorisaga és a fehérjék hossza kozott B, Osszefiiggés a

transzlacios hibak gyakorisaga és a fehérje aminosav Gsszetétele kozott. (Abra: Pouplana és
mtsai alapjan, 2014)

Ha a transzlaciés hibaratat egy bizonyos aminosav csere vonatkozasaban nézzik, akkor
egy tokéletes fehérje elkészilésének valoszinliségét két tényezd befolyasolja: a vizsgalt
hiba egész fehérjetartamra vonatkoztatott megjelenési valoszinisége, illetve hogy az
adott fehérje hany olyan aminosavat tartalmaz, melyet a hiba érinthet (Ribas de
Pouplana és mtsai., 2014 és 3B &bra).

A téves aminosav beépiilések szamszerisitése mellett a fehérjeszintézis egyéb
folyamatainak hibazasi valosziniiségeit is vizsgaltdk mar. Escherichia coli-ban a
leolvasési keret eltolodasa 1,5-3 x 10° eseményenként egyszer (Curran és Yarus, 1986),
idé elbtti lancterminacio pedig 2,7 x 10% kodononként egyszer (Jargensen és Kurland,
1990) volt megfigyelhetd. PékélesztGben végzett vizsgalatok pedig 10° kodononként
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egy téves lancterrminacios eseményr6l szamoltak be (Arava és mitsai., 2005). Jelenlegi
tudasunk alapjan azt mondhatjuk, hogy a pro-és eukariotdk fehérjeképz folyamatai

hasonld hibazasi valosziniiséggel dolgoznak (Stansfield és mtsai., 1998).

2.7. A fehérjeszintézis hibak karos hatasai

Szdmos vizsgalat bizonyitotta mar, hogy a fehérjeszintézis soran bekovetkez6 hibak
negativan befolyasolhatjak az él6kények életképességét, az okozott karos hatasok pedig
rendkivil valtozatosak lehetnek. A transzlaciés mindségellen6rz6 rendszer sériilése
megvaltozott sejtalakot, szE&lséséges esetben apoptozist indukalhat eukariota sejtekben,
az egész szervezetet tekintve pedig akar autoimmun folyamatok beinditasat is
eredményezheti (Nangle és mtsai., 2006). A fehérjekben felhalmozodo hibak
megvaltoztathatjak a sejtek kornyezeti stresszel szembeni érzékenységét is (Bacher és
mtsai.,, 2005). Pékéleszt6 modellben bizonyitottak, hogy a transzlacios hibarata
megemelkedése a legzési lanc  sérilésén  keresztil csokkenti az életkepességet
(Reynolds es mtsai, 2010). A transzlacios hibak neurodegenerativ  korképek
kialakulasaban jatszott szerepét is azonositottak mar (Winklhofer és mtsai., 2008). A
transzlacios  hibdk  ¢életképesség  csokkentd hatdsat az  antibiotkum  terapidk
alkalmazasakor is kihasznaljak. Ismert, hogy az aminoglikozid tipust antibiotikumok,
példaul a sztreptomicin vagy a kanamicin a baktériumok transzlacios mindségellen6rzo
rendszerét blokkoljak, igy fejtik ki 616 hatdsukat (Kohanski és mtsai., 2008).

Az életképesség csokkenes hatterében sokféle jelenség allhat. A hibas fehérjék
mikkodésképtelenné valhatnak, ami zavarhatja az életfolyamatok normélis menetét.
Durva kozelitéssel elmondhatd, hogy a hibds aminosav beépilések 10-50%-a okoz
zavart a fehérjék mitkkodésében (Guo és mtsai., 2004; Markiewicz és mtsai., 1994).

A téves aminosav beépiilések dontd tobbségben a térszerkezet valtoztatdsan keresztil
okozzak a fehérjék mikodésének zavarait (Pakula és Sauer, 1989). E. coli-ban is
kimutattdk, hogy ha a p-laktamaz enzim mikodése a helytelen térszerkezetet miatt
gatolt, az csokkenti a baktérium eletképessegét (Goldsmith és Tawfik, 2009).

Egyes tanulmanyok szerint az elvesztett fehérje funkciok neurodegenerativ betegségek
kialakuldsat is magyarazhatjak. Olzscha eés munkatarsai Ggy Vélik, hogy az ilyen
korkepek esetén megfigyelhetd amiloid-szerti aggregatumok sok esszencialis fehérjét is

tartalmaznak és ez vezet az életképesség csokkenéshez (Olzscha és mtsai., 2011).
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A fehérjék a felhalmozott hibdk hatasara Uj, karos funkciokat is nyerhetnek. Ez kevésbhé
jellemz6 az egyébként normalis térszerkezettel rendelkezé fehérjékre (Drummond és
Wilke, 2009). Altaldnos jelenség, hogy a felhalmozddd hibak hatasara helytelen
térszerkezeti fehérjék képzodnek, ezek jelenléte pedig karos a sejtek szamara. A hibas
fehérjék dsszecsapddasa beindithatja az endoplazmatikus retikulum stressz folyamatait
(Lee és mitsai., 2006; Smith és mtsai., 2005), a Golgi késziilékek széteséséhez (Gosavi
és mtsai., 2002), és a sejtmembran destabilizacidjahoz vezethet (Stefani, 2007; Volles és
mtsai., 2001).

A neuronalis sejtek kilonosen érzékenyek az 6sszecsapddd fehérjék felhalmozddasara
(Soto, 2003), ez sok esetben neurodegenerativ korkeépek kialakulasat eredmeényezi. Az
Osszecsapddd fehérjék idegsejt kérositd hatasa maig egy intenziven kutatott terilet
(Brettschneider és mtsai., 2015).

A hibés fehérjék a rendelkezésre allo6 molekularis eszkdzok tekintetében és energetikai
értelemben is megterhelést jelentenek a sejtek szdmara (Willensdorfer és mtsai., 2007).
Mivel a sejtek riboszoma és proteaszoma ellatottsaga véges, igy a hibas fehérjék akéar a
Shelyet is foglalhatjadk” a mikodoképes fehérjék eldl. A rendszer energiat is pazarol
azzal, hogy ,felesleges” fehérjéket szintetizal, és ezek Ilebontdsa is csak energia
befektetéssel valdsulhat meg. A hibas fehérjék megndvekedett szintje a dajkafehérjék
rendszerét is tdlterhelheti (Soti és Csermely, 2003).

2.8. A hibas fehérjeszintézis koltségeinek minimalizalasa

2.8.1. A transzlaciés hibarata csokkentése

A hibds aminosav beépllések elkerilésében fontos szerepe van a mindségellen6rzd
folyamatoknak. Ezek a folyamatok a fehérjeszintézis lépéseinek nyomonkovetésével a
genetikai kodban foglalt informéciok pontos leforditasat segitik. A keletkezett hibakat a
mindségellenérzd rendszerek kisziirk, javitjak, vagy megakadalyozzdk a tovabbi karok
felnalmozddasat.

A transzlacio els6é IEpése a tRNS megfeleldé aminosavval toltése, melyet az aminoacil-
tRNS szintetazok végeznek. Ezek az enzimek szdmos szekvencia-specifikus fehérje-
RNS interakcio segitségével képesek megkiilonboztetni a genetikai kddnak megfeleld
tRNS-t a tobbitdl. Bizonyos aminoacil-tRNS szintetazok eredendéen alacsony hibazasi
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valosziniiséggel mikkodnek, mig masok rendelkeznek tovabbi szerkeszt6 funkciokkal,
melyekkel a hibdsan kapcsolt aminosavak hidrolizalasat vegzik (lbba és Soll, 1999).
Pro- és eukaridtaknal is kimutattdk, hogy a hiba javitasa az aminosav tRNS-re
kapcsolasa elétt és utan is megtorténhet (Ling és mtsai., 2009).

Az aminosawal toltott tRNS-ek riboszomahoz széllitasat az elongécids faktor-Tu (EF-
Tu) vegzi. Az aminosav oldallinc minGsége €s a tRNS vaz szerkezete egyittesen jelenti
a felismerés alapjat. Az Ef-Tu képes kiilonbséget tenni egy megfeleld aminoacil-tRNS
és egy rossz aminosawal toltott tRNS kozott. A helyes aminoacil-tRNS-ek hasonld
affinitassal kotddnek az elongdciés faktorhoz, a hibasak kotddési erdssége kozott
viszont nagysagrendi kilonbségek mutatkoznak (LaRiviere és mtsai., 2001). Az EF-Tu
ezen felismerd képessége a transzlacios mindségellendrzés egy Ujabb szintjét jelenti
(Reynolds és mtsai., 2010).

Ujabb kutatasok azt is kimutattdk, hogy az aminosav aktivalastol az aminoacil-tRNS
riboszomaig torténd szallitisat egy nagy komplex végzi, mely mint egy csatorna
iranyitja a polimerizaciohoz szikséges monomereket (Kyriacou és Deutscher, 2008).
Ennek a komplexnek talan szerepe lehet a transzlacios mindségellendrzo
folyamatokban, a pontos mechanizmus azonban még nem tisztazott.

A megfeleld aminosavval toltott tRNS-ek riboszomahoz szallitdsa utdn kovetkezik az
utolsd, a transzlaci6 minéségének szempontjabol fontos Iépés, a megfeleld tRNS
riboszomahoz kotése és az aminosavianc hosszabbitdsa. A helyes tRNS-ek
kivalasztdsanak alapja a mMRNS kodontRNS antikodon bazisharmasok klasszikus
Watson-Crick féle parosodésa. Ilyenkor a riboszéma mar nem tudja elkiloniteni, hogy
az adott tRNS a neki megfeleld, vagy esetleg hibds aminosawval toltott-e (Reynolds és
mtsai.,, 2010). Ha szabalyosan parosoddé tRNS érkezik, az hatékonyabban segiti a
riboszoma térszerkezet valtozasat, mint egy teliesen eltérd, vagy csak részben megfeleld
antikodont tRNS (Pape és mtsai., 1999). Ez a gyors térszerkezet valtozas elofeltétele az
aminosavlanc hosszabbodasanak. Az (j peptidkotes kialakulasa utdn a riboszéma
rendelkezik még egy utolso ellen6rzé Iépéssel. Ha ekkor bizonyosodik be, hogy a
parosodasi szabalyoktol eltéréen kapcsolodott az aminoacil-tRNS (ekkor méar peptidil-
tRNS), az tovabbi hibak felhalmozddasdhoz, végil a fehérjelanc szintézisének
ledllasdhoz és a riboszoma széteseseéhez vezet (Zaher és Green, 2009).

Az egyes kodonok atirdsakor eltéré valdsziniséggel jelentkeznek hibadk. A ritkabb
tRNS-ekhez rendelhetd kodonok atirasakor nagyobb a téves aminosavak beépllesének

valosziniisége. Ennek héatterében a helyes Watson-Crick parosodasu, de ritka, valamint a
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nem tokéletesen parosodd, de gyakori tRNS-ek versengése all (Kramer és Farabaugh,
2007). A kodonok atirasi hibaratajanak kulonbsége hatassal van a gének kodold
szekvenciajanak evollciojara is. A természetes szelekcid a kisebb hibarataval atirodo
kodonokat részesiti elonyben, kiilondsen a fehérjeszerkezet €s -mikodés szempontjabol
meghatarozd lancpoziciokban (Akashi, 1994).

A riboszomék is novelhetik a transzlacié hatékonysagat, ami azonban koltségekkel is
jar. E. coli-ban a pontosabban miik6dd riboszomakon lassabban és energetikailag
koltségesebben zajlik a fehérjeszintézis. Ennek oka, hogy a hibasan koétédé aminoacil-
tRNS-ek eltavolitisdhoz a riboszomanak tobb idére és tobb energidra van sziksége
(Ruusala és mtsai., 1984).

2.8.2. A transzlacios hibak hatasainak mérséklése

Valoszinlitlen, hogy a transzlacids folyamatok tokéletesen hibamentesen miikodjenek.
Erre azonban nincs is szikség, ha a sejtek életképesseg csokkenés nélkil képesek a
megjelend hibak egy részét elviselni. A fehérjeszintézis hibaival szembeni ellenallo
képességet transzlacids robusztussagnak nevezzik (Wilke és Drummond, 2006).

A genetikai kod kiosztasanak egyik alapelve a hibas aminosav beépulések karos
hatasainak mérséklése. Az egymashoz jobban hasonlitdé kodonokhoz hasonlé fiziko-
kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd aminosavak rendelhetéek. Ennek a mintdzatnak
kOszonhet6, hogy ha genetikai muticio, vagy hibas kodon-antikodon parosodas
kovetkeztében hibas aminosav épll be, ez kevéshbé befolyasolja a képzodo fehérje
mikodését és térszerekezetét (Freelés és Hurst, 1998; Woese, 1965).

A kodonok eloszlasanak is van a transzlacios robusztussagot befolyasolé vetilete.
Ismert, hogy a szinonim kodonok eltér6 transzlacios robusztussaggal rendelkeznek. Ez
azt jelenti hogy felreolvasasuk eltéré valosziniiséggel jar az eredetitdl kémiai
értelemben szerkezetileg jelentdsen kiilonbozd aminosav beépiilésével. gy az evolicio
a szinonim kodonok kozil azokat részesiti eldnyben, melyek esetleges felreolvasasa
kevesebb karos kdvetkezménnyel jar (Archetti, 2004, 2006).

A transzlacids robusztussdg novelése céljabdl az evolicio a fehérjék biokémiai
sajatossagaira is hatassal van. Matematikai modellek azt jelzik, hogy a fehérjék kis
mennyiségli transzlaciés hiba mellett is képesek megbrizni a normalis mikodésiiket,
melyre a ndvekvd termodinamikai es szerkezeti stabilitas ad lehet6séget (Bloom és
mtsai., 2005). A nagyobb mennyiségben kifejez0d6 fehérjék altal felhalmozott hibak a
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fokozottabb  OsszecsapOdasi  hajlam  miatt  sllyosabb  kovetkezményekkel jarnanak.
Ennek elkerlilésére a magasabb expresszioju  fehérjgk nagyobb  transzlacios
robusztussaggal rendelkeznek, ezaltal csokkentve az 0@sszecsapodas valdszinliségét
(Tartaglia és mtsai., 2007; Vendruscolo és Tartaglia, 2008).

Az evolicid soran Kkifejlodott hiba-tolerancia mechanizmusok hatékonysagat az is
mutatja, hogy egyes baktériumok meglepéen magas, akar 10%-0s transzlacios hibaratat
is képesek elviselni. Ruan és munkatarsai E. coli-ban vizsgaltdk a magas transzlaciés
hibaratara adott sejtvalaszokat. Eredmeényeik azt mutattak, hogy a hibas fehérjék
szamanak emelkedése a magas homérsékleti stresszhez hasonld valaszt valt ki A
dajkafehérje-rendszer fokozott aktivitasa, és a hibas fehérjék lebontasa a jelentGs
energetikai koltseg mellett is biztositja a sejtek emelkedett transzlaciés hibarata melletti
thlélesét (Ruan és mtsai., 2008).

2.9. A genetikai kod

A genetikai kod az a szabdlyrendszer, mely alapjan a sejtek az Orokitd anyagukban
tarolt informéciok alapjan fehérjéiket Iétrenozzak. Gyakorlati értelemben a genetikai
kod egységei a harom bazisparbdl allo tripletek. Ezeket a bazisharmasokat a mRNS-en
kodonnak hivjuk. A mMRNS-en a kodonok egymas utini elrendez0dését, mely egy
fehérje meghatarozasaért felelds, leolvasési keretnek nevezzik. Ahogy halad a
riboszéma a leolvasasi kereten, Ugy forditddnak at a mRNS kodonjai aminosavakka. A
leolvasasi keretben a tripletek kihagyas nélkul, kozvetlen egymés utan kovetkeznek. A
genetikai kodnak ezt a tulajdonsagat vesszomentességnek nevezzik (Crick és mtsai.,
1961).

A harom bazs 0Osszes lehetséges kombinacidja 64 kodont eredményez. Ebbol a 64-bol
azonban csak 61 kodol aminosavat, a maradék harom stop kodon, melyek a
fehérjeszintézis lezarasaért felelosek. Az ¢€lovildg nagy részében igaz, hogy egy kodon
egyértelmiien egy aminosavnak feleltethetd meg Ez a genetikai kod egyértelmiisége
(Osawa és mtsai., 1992). Egy aminosavat azonban tobb kodon is meghatarozhat, hiszen
61 kodonra 6sszesen 20 aminosav jut. A metionin és a triptofdn kivetelével minden
aminosav meghatarozasaért tobb mint egy kod felel. Ez a genetikai kdd degeneraltsaga.
Az egyes kodonok megoszlasat az aminosav kddolas tekintetében a genetikai kodtabla

szemlélteti (4. abra).
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4. abra. A genetikai kédtabla

A genetikai kodtablabol az is latszik, hogy az egy azon aminosavat kddolo kodonok
leggyakrabban csak a harmadik bazishan kulonboznek. Ezt a jelenséget hivjuk
Llotyogésnek” (Osawa és mitsai., 1992). Korabban Ggy gondoltak, hogy a genetikai kdd
fent emlitett tulajdonsagai az egész ¢élovilag tekintetében érvényesek, azaz a genetikai
kod univerzalis (Koonin és Novozhilov, 2009). Méara azonban egyértelmiien bizonyftott,
hogy léteznek olyan él6kny csoportok, melyek genetikai kodja eltér ettdl az altalanos
mintatol (Silva és mtsai., 2007), nem is beszélve a mitokondrialis genom sajat genetikai
kodjardl (Jukes és Osawa, 1990).

2.10. A CTG klad egyedi genetikai kddja

A genetikai kod egységességét kordbban az él6 szervezetek egyik jellegzetes
tulajdonsaganak tartottdk (Crick, 1968). Ezt az éllitast azonban az azdta eltelt kdzel 40

évben tobb alkalommal megcafoltdk mar. A prokariotaktol az eukariotakon at a
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mitokondridlis genomig szamos példat talalunk az univerzalisnak vélt genetikai kodtol
eltéré rendszerekre (Knight és mtsai., 2001).

Egysejtii gombak egy specidlis csoportjaban is megfigyelhetd az ,univerzalistol” eltérd
genetikai kod. Ezeknél az ¢€loknyeknél a CUG kodon leucin helyett szerin kodolasara
rendez6dott at, ezért ezt a csoportot Osszefoglaldo néven CTG kladnak nevezzik. A
Candida nemzetség legalabb 75 tagja és néhany egyéb, kdzel rokon gombafaj, a Pichia
stipitis, a Debaryomyces hansenii és Lodderomyces elongisporus alkotjak ezt a kladot
(Fitzpatrick és mtsai., 2006; Sugita és Nakase, 1999). Candida albicans és sok egyéb
gomba esetén ez az atrendez6dés nem zajlott le teljesen, a CUG kodonok 97% kordili
valosziniiséggel hataroznak meg szerint, a maradék 3% esetében meg leucin beépitések
torténnek (Suzuki és mtsai, 1997). Erre a kettds kodolasra egy Ujonnan megjelend
tRNScac nyljt lehetéséget. Ez a tRNS szerinnel vagy leucinnal egyarant toltédhet, az
gy [létrejové szerin-tRNScag €S leucin-tRNScac molekuldk pedig versengenek a
riboszomak A-helyein 1évé CUG kodonokért (Gomes és mtsai, 2007). A transzlacios
mindségellenérzd folyamatok sem az aminosavval toltés, sem a lanchosszabbitas
folyamatdba nem szolhak bele, eziltal biztositott a wvalodi kettds kodolas jelensége
(Santos és mtsai., 1997).

A fent emlitett tRNS azért is Kkiilonleges, mert a leucil-tRNS szintetdz és a szeril-tRNS
szintetdz enzimek felismerd helyeit egyardnt magan hordozza. Antikodon karja a leucil-
tRNS-ekre jellemzd, aminosav karja és variabilis hurka pedig a szeril-tRNS-ekhez teszi
hasonlatossd (Santos és mtsai., 2011 és 5. &bra).
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5. dbra. A Candida albicans tRNScac™™"" molekula. A Candida albicans tRNScac ™ kettds
tulajdonsagu, a leucil-tRNS szintetaz és a szeril-tRNS szintetiz enzimek felismerd helyeit
egyarant tartalmazza (abra: Santos és mtsai, 2011 alapjan).

2.11. Evolaciés elméletek a kodon atrendezodésre

Ahogy Ujabb és Ujabb egyedi genetikai kodolasi rendszerek Iétezésére deril fény, Ugy
fokozodik az érdeklédés e valtozatossdg kialakitasaban szerepet jatszo molekularis és
evoliciés mechanizmusok irant. Azt, hogy hogyan kaphat egy kodon 1j, az eddigit6l
eltéré értelmet, két egymassal szemben alld evolicios elmélet igyekszik magyardzni; a
,kodon-elfoglalas” (codon-capture) (Osawa és Jukes, 1989) és a ,kétértelmi
koztitermék ™ (ambiguous intermedier) (Schultz és Yarus, 1994) elmélete.

A ,kodon-elfoglalas” tedria (6a abra) alapja, hogy a genom bazisdsszetételenek
megvaltozasa a genetikai kod megvaltozasaval is jar. Egy szelsdségesen egyenetlen
guanin-citozin (GC) — adenin-timin (AT) eloszlasi genombol genetikai sodrodas soran
akar el is veszhetnek ritka bazisokbol felépild kodonok. Késébb az elveszett kodonok
Uira megjelenhetnek, és Uj értelmet kaphatnak. A Oket ,elfoglalo” tRNS mindségétol
fugg, hogy melyik aminosavat fogjdk az Uj kodolds értelmében meghatarozni. A ritka
kodonok elvesztése majd megjelenése neutrdlis folyamat, melynek elénye, hogy az
atrendez0dés nem jar hibas fehérjék felnalmozddasaval (Santos és misai., 2004).
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(a) ,kodon-elfoglalds” eimélet (b) ,kétértelm( koztitermék” elmélet
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6. abra. A kodon atrendezddés evoliicios elméletei (Abra: Santos és mtsai, 2004 alapjan)

A kétértelmii koztitermék™ elmélet (6b abra) szerint egyes kodonok értelmezése az
eddig meglévé aminosav mellett egy Ujabb kodolasara is kiterjedhet. Ezt az teszi
lehetdové, hogy egy, eredetileg nem megfeleld tRNS mutaciok révén szintén képessé
valkk a kodon felismerésére, igy az eredetileg megfeleld tRNS mellett az {j, mutans
tRNS is hozhat aminosavat a kérdéses lancpoziciokba. A mutans tRNS a tovabbiakban
fokozatosan kiszoritja az eredeti tRNS-t a kddolasbol, igy valtoztatva meg az adott
kodon értelmét. Az atrendez6dés folyamata nem tekintheté neutralisnak, hiszen a
kétértelmii kodolasi allapotban a fehérjék aminosav sorrendje valtozik, mely kihathat a
milkodésiikre is (Schultz és Yarus, 1994).

A CTG klad tagjainal megfigyelhetd leucin—szerin atrendez0dés valosziniisithetéen a
két mechanizmus kombinécidjaval valosult meg. A Candidak jelenlegi CUG kodonjai
kordbban szerint, vagy hozzad kémiailag hasol6 aminosavat meghatarozé kodonokbdl
alakultak ki (Massey és mitsai.,, 2003), az eredeti leucin pozicidban 1évé CUG kodonok
ekdzben pedig elvesztek a genombdl. A sajatos, kettés kodolasi helyzetet egy mutans
szerin-tRNScyc megjelenése teremtette, ezaltal a CUG kodonok felismerésére az eredeti
leucin-tRNScyc mellett az Uj tRNS is képessé valt (Santos és mtsai., 2011).

A mai napig nem tisztazott, hogy a CUG kodonok atrendezodése mbgott milyen

folyamatok 4llnak. Osszehasonlitd genomi vizsgalatok valoszniisitik, hogy a leucint
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kodolo CUG kodonok fokozatos eltiinése az tGjonnan megjelend, szerin-tRNScyg

elterjedesével parhuzamosan mehetett végbe (Massey és mtsai., 2003).

2.12. A pékéleszté mint idedlis modellszervezet

A pékéleszté, azaz Saccharomyces cerevisiae mar évszazadok Ota fontos szerepet tolt be
az emberi gasztrondmidban; nélkile nem készilhetne kenyér. A siitdiparban betoltott
gyakorlati jelentésége mellett azonban mara mar a tudomanyos kutatasok elsé szama
eukariota modellszervezetéve Vvalt. 1996-ban a S. cerevisiae volt az elsé eukariota sejt,
melynek teljes genetikai kodjat sikerGlt megfejteni (Goffeau és mitsai, 1996). Nem
sokkal ezt kovetden egy nemzetkézi tudomanyos Osszefogas keretében Iétrehoztak az
egyszeres gen-delécios haploid éleszté kollekciot, melyben a fehérje kodold gének nagy
részét sikerlilt egy antibiotikum rezisztencia kazettdval helyettesiteni (Giaever és
Nislow, 2014). Azota tovabbi mutans konywtarak is késziltek (tobbek kozott: Cao és
Yan, 2013; Ho és mtsai., 2009; Huh és mtsai., 2003), melyek hasznélata hozzasegit az
¢leszt6  fehérjék mikodésének megismeréséhez és a sejtekben zajlo  molekularis
folyamatok Osszefliggéseinek feltardsdhoz. Az ¢€lesztd kutatdsok soran Osszegyiilt
informéciokat egy kozponti adatbazisba, a Saccharomyces Genome Database-be (SGD;
http/Avww.yeastgenome.org/) gytjtik, igy mindenki szamara elérhetévé valnak (Cherry
és mtsai., 1998).

Az Orokité anyagrol, fehérjékrdl, életfolyamatokrol, stb. rendelkezésre &ll6 nagy
mennyiségii informacié mellett mas érvek is az ¢élesz6 hasznalata mellett szolnak. Az
¢lesztd laboratdériumi koriilmények kozott konnyen fenntarthatd, gyorsan szaporodik, és
genetikailag is konnyen manipulalhatd, ezek a tulajdonsagok teszik idealis modell
szervezette.

A pékélesztét a kisérleti evoluciobiologia kedvelt modellszervezetei kozott is
megtaldljuk. Az éleszt6kkel végzett laboratoriumi evolucids vizsgalatok a gombak
gyors szaporodasat és kornyezethez vald alkalmazkodd képességét hasznéljak ki, A
genom szekvencia pontos ismerete pedig lehetdséget biztosit az evolicios folyamatok

alatt bekovetkezé genetikai valtozasok nyomon kovetésére (Botstein és Fink, 2011).
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2.13. Kétértelmii aminosav kdédolasi rendszer kialakitasa pékélesztében

Az ,univerzalis” genetikai kodtol eltérd rendszerek felfedezése ota foglalkoztatja a
kutatbkat az a jelenség, hogy a proteémra gyakorolt végzetes hatasok nélkil hogyan
valtozhat meg bizonyos kodonok értelmezése.

Santos ¢és munkatarsai a CUG kodonok leucnrdl szerinre torténd atkodolasanak
folyamatat, illetve annak hatasait vizsgaljak. Ennek tanulményozasara a Candida
albicans-ban megtaldhaté és a CUG kodonok szerinné forditasaért felelés tRNScacZe ™"
-t fejeztettek ki a kozeli rokon Saccharomyces cerevisiae-ben. Ezaltal a pékéleszt6
sejtek a sajat, CUG-t leucinnd forditd tRNS-eik mellett szerin identitasu tRNS-eket is
tartalmaznak. A modositott pékélesztdben a két kiilonbozd identitdstt tRNS egymassal
verseng a CUG kodonokeért, igy a Candidak torzsfejlodése soran kialakult kétértelmii
kodolasi éllapotot hoztak létre (Silva és mtsai., 2007).

Candida albicans-ban a fehérje kodolo gének 67%-a tartalmaz legalabb egy CUG
kodont (Gomes és mtsai., 2007). Saccharomyces cerevisiae-ben ez a szam magasabb, itt
a fehérje kddolo gének 89%-a érintett (Rocha és mtsai., 2011). Ez a két szamadat
onmagaban még nem mond sokat, azonban a két faj CUG-t tartalmazd ortholdg
génparjainak 0Osszehasonlitasa egy fontos kulonbségre hivja fel a figyelmet. C. albicans-
ban a CUG kodonok 90%-a nem konzervalt genomi régidkban talalhatd, ahol a két
aminosav  Veletlenszerli  beépiiése nem okoz Iényeges valtozast a  fehérjék
térszerkezetében ¢és mikodésében. Haromdimenzios fehérje térszerkezeti modellek
vizsgalata azt is megallapitotta, hogy a CUG poziciokban taladlhatd aminosavak inkdbb a
fehérjék felliletén, vagy koztes allapotokban talalhatoak. Ezzel szemben S. cerevisiae-
ben a vizsgalt ortholog gének CUG kodonjai 22%-ban konzervalt, és 27%-ban
részlegesen konzervalt régiokban taldlhatoak, ahol fokozott jelentdséggel bir, hogy a
hidrofob leucin, vagy a polaros szerin épil-e a fehérjelancokba. Térszerkezeti modellek
alapjan a pékélesztbben a CUG kodonok altal meghatarozott aminosavak tébb mint
60%-a a fehérjék belsejében helyezkedik el (Rocha és mtsai., 2011).

A CUG kodonok eloszlasaban megfigyelhetd jelentds kiilonbségek arra engednek
kovetkeztetni, hogy a két faj kozott jelentés kiilonbségek lehetnek a hibas aminosav
beéplilések életképességre gyakorolt hatasat tekintve. Candidaban a kétértelmii kodolas
hatasainak mérséklésére a CUG kodonok megfeleld eloszlasat a szelekcios nyomasok

évmilliok alatt alakitottak Ki. Pékélesztében a kodon eloszlast mas er6k formaltak, igy
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egy mesterségesen létrehozott kétértelmii kodolasi rendszer a fehérjék térszerkezetének

¢s mikkodésének befolydsolasaval jelentds ¢€letképesség csokkentd hatdssal birhat.

2.14. Az evollcios alkalmazkodas elméleti modelljei

Evolicios alkalmazkodasnak (adaptacionak) azt a folyamatot nevezzik, mely soran egy
populacio 0Osszetétele egy olyan fenotipus felé mozog, amely a kornyeztének jobban
megfelel. Az adapticid a természetes szelekcio révén valdsul meg, biztositva annak
lehetdségét, hogy a ratermettebb egyedek terjedjenck el a populacioban (Fisher, 1930).
Azonban a természetes szelekcidé nem mindig jelent egylttal adaptaciot is. Az egyes
onzd genetikai elemek (transzpozonok) populdcion beliili eltejedése is természetes
szelekcio eredménye, azonban ezt nem tekinthetjuk adaptacionak, hiszen jelenletiik
altaldban nem biztosit ratermettségbeli elonyt a hordozo egyed szamara (Hurst, 1992).

Egy jelleget akkor tekinthetink adaptaltnak, ha az az egyednek adott kornyezetben,
vagy kornyezetek 6sszességében maximélis ratermettséget biztosit (Fisher, 1930). A 19.
szazadban Charles Darwin is az adaptiv jellegek megfigyelésén keresztil fogalmazta
meg evoluciés elméletét , A fajok eredete” cimii munkajaban (Darwin, 1859). Bér
akkoriban a tudomany meg nem ismerte az Oroklédés torvényszerliségeit, mégis
Darwinnak tulajdonithatjuk az elsé genetikai alapokkal rendelkez6 adapticios elméletet.
Darwin gradualista elmélete szerint az evolicid nagyon Kis lepésekben torténik. Az
adaptaci6 egymast kovetd kis varidciok sokasagadn keresztil zajlik, €és sosem

eredményez hirtelen nagy valtozasokat (Darwin, 1859).

2.14.1. Az alkalmazkodas geometriai modellje

Ronald Fisher 1930-ban publikalta az evolici6 geometriai modelljét, mely a darwini
gradualista elmélet megerdsitését is jelentette. Fisher modelljében mar jelen vannak a
mendeli 6roklodés szabalyai A modell szerint egy egyed a kornyezetéhez muticiokon
keresztiill alkalmazkodik. A véletlenszerlien megjelend mutaciok kozil azok, melyek
kozelebb viszik az egyed fenotipusat az adott szituacié optimumahoz (adaptiv
mutaciok), a természetes szelekcio révén terjednek el a populacioban. Az adaptiv
mutaciok azonban nem egyforma mértékben jarulnak hozza a fenotipus opimum

eleréséhez — vannak kis és nagy hatdsu mutaciok. A modell szerint a kis fenotipus
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hatasi mutaciok megjelenési esélye sokkal nagyobb, mint a nagy fenotipus hatasuaké.
Feltételezve, hogy a mutaciok megjelenése véletlenszerti, és a nagy hatasi mutaciok
megjelenési  valoszinisége elég kicsi, a geometriai modell joslata szerint az
alkalmazkodas kis valtozasokon keresztil megy végbe (Fisher, 1930).

A geometriai modell egy fontos tényezét figyelmen kivill hagy az adaptiv mutaciok
elterjedesével kapcsolatban. Erre a hidnyossagra a megjelenése utani majd fel
évszazaddal Mooto Kimura hivta fel a figyelmet. Kimura a genetikai sodrddas
szemszOgébdl vizsgalta Fisher geometriai modelljét. Ramutatott, hogy bar a kis hatasu
mutacioknak nagyobb az esélyiik, hogy ndveljék egy egyed ratermettségét, éppen ezek a
mutaciok azok, melyek egy véges méretii populaciobol a legnagyobb eséllyel vesznek
el. Ennek értelmében igy a kis hatasi mutaciok kisebb valoszniiséggel is fixalodnak
egy populacioban. A nagy hatdsi mutaciok ezzel ellentétben, bar kis mértékben jarulnak
hozza a ratermettség ndveléséhez, mégis kisebb a valdszinisége, hogy a genetikai
sodrodas altal elvesszenek a populaciobol. Ezek alapjan Kimura arra kovetkeztetett,
hogy a legfontosabb szerepe a kdzepes hatasi mutdcioknak van az adaptacio
folyamataban (Kimura, 1983).

Fisher és Kimura megallapitdsai egy bizonyos adaptiv muticio hatdsanak mértékérdl és
fixalodasarol szoltak. Valojaban azonban az adaptacid soran tobb eldnyds mutacio is
fixlodhat a populaciéban. A 90-es évek végén elméleti modellek és szamitogépes
szimulaciok segitségével arra kovetkeztettek, hogy az egymas utdn fixaldddé mutaciok
hatdsai exponencidlis gorbe mentén csokkennek. Ez azt jelenti hogy az elsé fixalodo
mutacio viszonylag nagy hatdsu, majd ezt késObbi kisebb hatdsti mutdciok fixalodasa
koveti. Ezzel a kezdeti nagy hatasu mutacid szerepét a késébbiekben kisebb hatasu
mutaciok veszk at, Un. ,finomhangolva” a rendszert (Orr, 1998, 1999; Barton és
Keightley, 2002).

2.14.2. Az alkalmazkodas DNS szekvencia alapi modelljei

Fisher geometriai modellje figyelembe veszi ugyan a mutaciok mendeli 6roklédését, az
oroklédés molekularis alapjait azonban nem. A DNS, mint 6rokité anyag lineéris
molekula, mely nukleotidok egymés utani sorrendjével fehérjek linedris aminosav
sorrendjét hatdrozza meg. Mind a nukleotid sorrendnek, mind az aminosav sorrendnek

Vvéges szaml valtozata lehet, ennek értelmében tehat a szekvencia tér, amin belll a
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mutaciok  bekdvetkezhetnek, jol  korulhatarot  (Maynard ~ Smith, 1970). Az
alkalmazkodas ilyen tekintetben tehat limitalt keretek kozott valosulhat meg.

A szekvencia modellek megsziiletése felé vezeté uton fontos 4allomas volt a
fitnesztajkép koncepcidjanak megsziletése, mely Sewall Wright nevéhez kotheto.
Wright még nem DNS vagy aminosav szekvencidkrdl irt, hanem génkombinaciok
halozatardl. A fitnesztajképen az egyes génkombindciok egymastol egy mutacios
tavolsagra vannak. A kiilonb6z6 kombindcidkhoz kiilonboz0 ratermettségi értékek
rendelheték, a magas fitnesz értékek a tajkép cslcsain helyezkednek el. Az
alkalmazkodas folyamatat elképzelhetjik ugy, hogy a génkombindciok Valtozasaval az
organizmus egy magasabb ratermettségi szintet ér el, gyakorlatilag a fitnesz tajkép
csucsara ,jmaszik” (Wright, 1932) .

Az elsé valddi szekvencia alapu alkalmazkodasi modellt John Maynard Smith dolgozta
ki. Maynard Smith a wvéges szekvencia teret tovabb egyszeriisiti modelljében.
Feltételezi, hogy az evolicio sordn a tObbszorés mutaciok megjelenési aranya
elhanyagolhatd, ha a muticiés rata elég alacsony és a szelekciés nyomés pedig nagy
(Maynard Smith, 1970).

Maynard Smith az alkalmazkodast egy Un. ,adaptiv sétaként” irta le. Eszerint a
populacié az altala egy mutdcioval elérhetd szekvencia térben mindig arra a pontra
mozdul tovabb, amelynek a vad tipusnal nagyobb a ratermettsége. A szekvencia tér
elemei (fehérjgk és DNS molekuldk egyarant) ezaltal egy olyan, felesleges koztes
allapotoktol mentes halozatot alkotnak, melyben az elemek egymast kovetd egyedi
mutaciokkal 0sszekothetok (Maynard Smith, 1970).

A 80-as években Kaufmann és Levin matematikai paraméterek alkalmazasaval
finomitottdk a Wright altal mar Iényegében leirt fitnesz tajképet. Az altaluk alkalmazott
modellekben a fitnesz tajkép egyes pozicioi mar nem génkombindcidkat, hanem adott
DNS szekvencia variansokat jelentettek. A fitnesz tajképek csucsainak szama
(Lrogossége”) a modell két matematikai paraméterének valtoztatasaval befolyasolhato
(Kauffman és Levin, 1987).

A mai napig vitatott, hogy milyen ratermettségi értékeket rendelhetink a DNS
szekvencia modellekben ismertetett fitnesz tajképek egyes pontjaihoz. A kérdést
Gillespic a valoszinliségszamitas elveivel probalta megvalaszolni. Vizsgélatai soran arra
jutott, hogy az adaptacid gyakran egy viszonylag magas fitneszii vad tipust
szekvenciarol indul. Az ezt koriilvevé mutacios térben a pontok nagy része pedig a vad

tipusnal rosszabb ratermettséggel rendelkezik, és csak nagyon kevés az olyan mutacios
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esemény, mely a ratermetttséget tovabb emeli. Ahogy halad a populacio a fitnesz csics
felé, annal kisebb az adaptiv mutaciok gyakorisdga, és egyre kisebb mértékii fitnesz
novekmény érheté el. Mivel a szekvencia tér diszkrét, és csak véges szamu mutacid
végbemenetele lehetséges, igy konnyen elképzelheté, hogy a populacio egy olyan helyi
ratermettségi csticsot ér el melyr6l barmilyen elmozdulas a fitnesz romldsaval jarna
(Gillespie, 1984).
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3. Célkitiizések

A transzlacids hibak sejtkarositd hatasainak széles spektruma ismert; egyes fehérjék
funkcid-vesztése, a rossz térszerkezet kovetkezményeként megjelend toxikus fehérje-
aggregatumok, vagy akar a mindségellen6rz0 és/vagy lebontd rendszerek telitbdése is
negativan befolyasolhatja az életképességet. Bar az okozott karok sokfélék lehetnek, a
sejtek képesek tompitani azok életképességre illetve ratermettségre gyakorolt hatasait.

Munkank célja volt hogy felderitsik, melyek azok az alapelvek, melyek mentén a sejtek
képesek alkalmazkodni a transzlaciés hibak okozta kéaros hatasokhoz. Kérdéseink
megvalaszolasdhoz a transzlacios hibdk egy specidlis fajtijanak, a kétértelmii aminosav

kodolasnak pékéleszté sejtekre gyakorolt hatasait elemeztik.

Vizsgélataink sordn az evollciobiologia, a biokémia, és funkcionalis genomika

eszkOzeit OtvOzve a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Saccharomyces cerevisiae sejtekben laboratoriumi evolicid soran mérsékelheté-e a

mesterségesen megemelt transzlaciés hibarata okozta ratermettség csokkenés?

2. A transzlacios hibak okozta ratermettség csokkenés hatterében milyen okok

allhatnak?

3. Milyen genetikai és sejtélettani vAltozasok teszik lehet6vé az emelkedett

transzlaciés hibarataval szembeni alkalmazkodast?

4. Az emelkedett transzlaciés hibaratdval szembeni alkalmazkodassal parhuzamosan

milyen evoliciés mellékhatasok azonosithatdak?
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4.  Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt torzsek és plazmidok

A modellszervezet elballitasahoz diploid Saccharomyces cerevisiae (his3A1/his3Al1;
leu2A0/ leu2A0; lys2A0/ lys2A0; ura3A0/ ura3A0) genetikai hatteri térzset hasznaltunk.

A munka sorén felhasznalt plazmidokat a kovetkez6 tablazat mutatja be:

Fontosabb jellemz6k | Felhasznalas
gén

pPUKC715 G33tRNScac™™ gé Transzlacios Santos és
hibarata mtsai, 1996.
megeme lése

szelekciés marker:
LEU2

pRS315 szelekciés marker: Kontroll plazmid Santos és
LEU2 mtsai, 1996.

PGK1 gén prombter Transzlacios Stansfield és
régid, E. coli lacZ gen, hibarata mérese mtsai, 1998

szelekciés marker:
URA3

pUKC815

pGAL-VHL- Galakt6z indukélhatd Fehérje Kaganovich és
promoter, aggregacios rata mtsai, 2008.

mCherry (CHFP) VHL-mCherry riporter mérése

gén

szelekcios marker:

URA3

nativ promoter, RPL25- | Ribofagia Kraft és mtsali,

GFP riporter gén mértékének 2008.

meghatarozasa

szelekcios marker:
URA3
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4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

SC-leucin (1 liter) 1,7 g éleszt6 nitrogén bazs (ammoénium szulfat és aminosav
nélkil)
5 g ammonium szulfat
100 ml 20%-os glikoz oldat
100 ml aminosav keverék (20 g/l)
1 ml hisztidin (10mg/ml térzsoldatbol)
1 ml metionin (10mg/ml térzsoldatbol)
5ml uracil (2 mg/ml torzsoldatbdl)
800 ml bidesztillalt viz

YPD agar (1 liter) 20 g pepton
10 g élesztd kivonat
20 g agar
100 ml 20%-os glik6z oldat
900 ml bidesztillalt viz

A tapoldatotokat autoklavozassal sterileztiik, ezt kovetden kevertik bele a glikoz

oldatot, illetve szikség szerint az aminosavakat.

Aminosav keverék osszetevok (20g/1)

Adenin 75¢g
Para-amino-benzoesav 059
Inozitol 5¢
Alanin 50
Arginin 59
Aszparagin 5¢
Aszparaginsav 50
Cisztein 590
Fenilalanin 59
Glutaminsav 59
Glutamin 590
Glicin 50
Izoleucin 50
Lizin 59
Prolin 50
Szerin 50
Threonin 50
Tirozin 50
Triptofan 59
Valin 50
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4.3. Felhasznalt médszerek

4.3.1. Modellszervezet eloallitasa

A vizsgalatainkhoz diploid Saccharomyces cerevisiae (his3A1/his3A1; leu2A0/ leu2AO0;
lys2A0/ lys2A0; ura3A0/ ura3A0) laboratoriumi torzset hasznaltunk. A transzlacios

hibarata megemeléséhez a Candida albicans G33tRNScac™™

gént egyszeres kopiaju
plazmidon transzformaltuk az ¢élesztd sejtekbe. Ehhez a korabban Santos és munkatarsai
altal létrehozott pUKC715 plazmidot hasznéltuk, melyet a C. albicans G33tRNScacZe™
gen LEU2 plazmidra klénozasaval keészitettek el (Santos és mtsai., 1996).

A kontroll torzset az egyszeres koépiaju pRS315 plazmid (lres vektor) alaptorzsbe
transzformalasaval hoztuk létre.

Az élesztd sejtek transzformalasat magas hatékonysagh litium-acetatot €s egyszall
DNS-t hasznaldé mddszerrel végeztik (Gietz és Schiestl, 2007). A transzformalni kivant
torzseket egy éjszaka alatt 30 C°-on 200 rpm-es rdzatds mellett 10 ml tapoldatban
felszaporitottunk, a felndtt kultirdkat masnap reggel OD=0,4 (OD600) denzitdsra
visszahigitottuk, ¢s koriilbelil 3 orat, egy osztodasnyi idot vartunk. Ezt kovetden a
sejteket 5 perc 3000 x g centrifugalassal iilepitettik, majd a kultirdkat elébb 25 ml steril
vizzel, majd 0,1 M litium-acetattal mostuk. Mosds utdn a  sejtpelletet

transzformélasonként 360 pl transzformalé mixben szuszpendaltuk fel

Eleszt6 transzformald mix:

Polietilen glikol (PEG, 50 m/V %) 240 pul
Litium-acetat 1 M (LiAc) 36 ul
EgyszalUsitott* carrier DNS (lazac spermébol izolalt, 2 mg/ml) 50 ul
Plazmid (200ng) +steril bidesztillalt viz 34 ul

*=A transzformald mix elkészitéséhet a lazac spermabdl izolalt DNS-t 5 percig 100 C°-

on forralassal egyszalusitottuk, majd jégen hiitottuk.

A transzformalé mix-szel elkevert sejteket egy 30 perces 30 C°-os el-inkubaciot

kovetden, 40 percig 42 C°-on hdésokkoltuk. A hdsokkot kovetden a sejteket
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centrifugdlassal Osszegylijtottik, a transzformald mixet pipettdzasal -eltavolitottuk, a
pelletet steril vizben szuszpendaltuk, és a sejteket szelekcids taptalajra szélesztettik.

4.3.2. Laboratoriumi evollcio

A laboratoriumi evoliciot SC tapoldatban végeztik leucin hozzaadasa nélkil. A leucin
kihagyasaval szelekcios nyomast gyakoroltunk a plazmid fenntartdsara, mindemellett
azonban mmimalizaltuk a populaciokra hatd kiilsé stressz mértékét. Egyedi koloniabol
11 tRNScac? ™t expresszald kultdrét indftottunk el 100 pl folyadék tapoldatban,
ehhez 96 Iyukd lemezt hasznaltuk (Greiner). A kultirakat 30 C°-on 200 rpm razasi
sebesség mellett ndvesztettik. A fenti modszerrel tovabbi 11 vad tipusi populéciot is
letrenoztunk, melyek a kontrollként hasznalt Ures wvektort hordoztdk. A vad tipust
populéciokat a tRNScac ™t expresszald populaciokkal kozos 96 Iuk( lemezen
helyeztik el, ezzel az evolicid teljes idOtartama alatt azonos ndvesztési koriilményeket
biztositottunk a vizsgalt kultirdknak. A kisérlet id6tartama alatt minden masodik napon
a stacioner fazisi kultirdk 1%-at friss tapoldatba oltottuk at. Az atoltasokhoz VP407
tipusi kézi atoltét (V&P Scientific, Inc.) hasznaltunk. A laboratoriumi evoliciét 72

napig végeztilk, ezalatt kozel 250 élesztd generacio jott ltre.
4.3.3. Ratermettség mérés

A rétermettség  (fitnesz) mérését egy hiteles, éleszt6 populaciok ratermettségének
meghatarozasara alkalmas mddszer segitségével végeztik (Warringer és Blomberg,
2003; Warringer és mitsai.,, 2003). Az 6si vonalak fitneszét 10, az evolvalt vonalakét
pedig 20 technikai ismétlésben meértik. A populaciok névekedési gorbéjét egy 48 Oras
nOvesztési szakasz alatt automata lemez-leolvasdé miiszerrel (Biotek Powerwave XS2)
kovettuik nyomon. A leolvasashoz a populacidkat 384 Ilyuki lemezben (Corning)
szelekcios tapoldatban novesztettik. A merési periddus alatt a populaciok optikai
denzitasat minden 4,5 percben 600 nm-en (OD600) a miiszer leolvasta, két leolvasasi
pont kozott a lemezeket 30 C°-on valtakozO réazasi paraméterek mellett (1000-1200
rpm) inkubaltuk. A populaciok ndvekedési ratdjat matematikai modszer segitésevel
hataroztuk meg (Szamecz és mtsai., 2014). A mért nOvekedeési rata értékeket hasznaltuk

az 6si és evolvalt populaciok fitneszének szamszeriisitésére.

40



4.3.4. Fehérjeszintézis gatld szerekkel szembeni érzékenység mérése

Az 0Osi és evolvalt populaciok fehérjeszintézis gatld szerrel szembeni érzékenységet
folyadék kultirdban (SC-leucin) cikloheximid jelenlétében vizsgaltuk. A cikloheximid
az egyik leggyakoribb laboratoriumi fehérjeszintézis gatld szer (Schneider-Poetsch és
mtsai.,, 2010). A riboszoma transzlokacio akadalyozasan keresztil a transzlacio
elongacios szakaszat gatolja (Obrig és mtsai, 1971). A tapoldathoz a minimalis gatlo
koncentraciot (MIC) el nem ¢ér6 mennyiségben, 0,06 pg/ml  koncentracidban
cikloheximidet adtunk. A populdciok ndvekedési ratajat a méar emlitett modon, optikai
denzitas mérésen alapuld modszerrel hatdroztuk meg. Az Osi és evolvalt vonalak

cikloheximid érzékenységét a mért novekedési ratdk alapjan hataroztuk meg.

4.3.5. A ratermettség mérése éhezési kdrulmények kozott

A szénforrds limitdcid ratermettségre gyakorolt hatasanak vizsgalatéhoz az 6si és
evolvalt populaciokat 1% glikozzal Kiegészitett SC-leucin tapoldatban ndvesztettik (a
normal 2% helyett). A populaciok ndvekedési ratajat a mar emlitett modon, optikai
denzitds mérésen alapuld modszerrel hatdroztuk meg, a ratermettség szamszerUsitésére a

mért ndvekedési rata értékeket hasznaltuk.

Az aminosav limitacid ratermettségre gyakorolt hatdsdnak vizsgalatéhoz az 6si €s
evolvalt populdciokat 0,25% aminosav keverékkel Kiegészitett SC-leucin tapoldatban
novesztettik (a normal 2% helyett). A populaciok novekedési ratajat és a ratermettséget

az elobbiekkel megegyezben hataroztuk meg.
4.3.6. Plazmid csere

Annak érdekében, hogy az evolicid soran megjelend mutaciok hatasait kozvetleniil
vizsgalhassuk, a tRNScac? ™™t hordozé plazmidot Gres vektorra cseréltik az evolvlt
vonalakban. Ehhez el6szor a vonalakat gazdag taptalajon (YPD) novesztve lehetOséget
biztositottunk a plazmid elvesztésére, ezt kovetéen pedig szelektive SC-leucin taptalajon
ellendriztik, hogy valdban megtortént-e a plazmid vesztés. Miutan mind a 11 esetben
igazoltuk a tRNScac®™—t hordozd plazmid elvesztését, az evolvalt vonalakba az tres

vektort jutattuk be a korabban leirt transzformélasi mddszerrel.
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4.3.7. A fehérje aggregéacios rata mérése

A fehérje aggregacios rata mérését egy, a szakirodalomban jol dokumentalt fluoreszcens
riporter rendszer (Kaganovich és mtsai, 2008) segitségével végeztik. A mddszer egy
voros fluoreszcens fehérjével (mCherry) 6sszekapcsolt human fehérje, a von Hippel-
Lindau protein (VHL) aggregécidjat vizsgalia. Ez a fehérje hajlamos rossz
térszerkezetet felvenni az elongin BC nevli kofaktora nélkiil. Annak ellenére, hogy ez a
kofaktor nincs jelen a pékélesztében, a jol mikodd mindségellendrzd folyamatok
képesek meggatolni a VHL aggregaciojat, igy a fuziés protein a sejben egyenletesen
oszlik el, azaz az mCherry fluoreszcens jel eloszlasa a citoplazmaban egyenletes lesz.
Ha azonban megné a hibas fehérjék mennyisége a sejtekben, a mindségellendrzd
vezet, a fluoreszcens jel seérulése nélkul. Ilyen esetben az aggregalddott humén fehérjék
elhelyezkedését a sejten beliil a voros jel fokuszilt pontba torténd atalakulasaval tudjuk
detektalni.

e _t expresszald vonalakba transzformalt pGAL-

Vad tipust, Osi és evolvalt tRNScac
VHL-mCherry (CHFP) plazmidrél leucin- és uracil-mentes SC tapoldatban 2%
galaktézzal indukaltuk a fizids riporter fehérje expresszidjat, 2% raffindzban torténd
elondvesztést kovetden. A sejteket PerkinElmer Operetta® High Content fluoreszcens
mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Megszamoltuk, hogy hany sejt expresszalja a
VHL-mCherry-t, és hany sejtben figyelhet6 meg a riporter fehérje aggregacidja. A
fehérje aggregacios rata meghatarozasahoz az aggregalt VHL-mCherry-t tartalmazd

sejtek szamat elosztottuk a teljes, VHL-mCherry-t expresszald sejtszammal.

4.3.8. A transzlacios hibarata mérése

A transzlaciés hibardta mértékét az 6si és evolvalt vonalakban B-galaktoziddz enzim
aktivitas meéréssel hataroztuk meg (Paredes és mitsai, 2012). Vizsgalt torzsenként 9
technikai ismétlést végeztink. Az Escherichia coli LacZ génjének 54 CUG kodon
poziciojdba random mddon szerinek vagy leucinok éplinek, ezzel pedig szamos
kiilonb6z6 aminosav szekvenciaji B-galaktoziddz enzim molekula jon létre, melyek
stabilitasa hosokk kezelés alkalmazasaval mérheto.

A transzlaciés hibardta méréshez Ures vektort hordozd illetve tRNScacZe "t

expresszalo sejteket transzformaltunk pUKC815 plazmiddal. Ezen a vektoron az E. coli
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B-galaktozidazt kodolo lacZ génje talalhatd az élesz#td foszfoglicerat-kindz (PGK1
(S000000605)) gén promdter régiojaval es N-terminalis 33 aminosavnyi génszakaszaval
flzionaltatva (Stansfield és mitsai., 1998). A két kiilonb6z6 vektort hordozo sejteket
leucin- és uracil mentes SC tapoldatban szelektaltuk. Az 6si és evolvalt vonalak
exponencidlis kult(raibél centrifugéléssal tlepftett 2,5 x 10° sejtet a tapoldatbdl
desztillat vizzel kimosva, 800 pl Z-puffer, 20 pl of 0.1% SDS ¢és 50 pl kloroform
elegyében szuszpendaltuk fel. Ezt kovetéen a mintdkat 30 masodpercig vortexeltik, és
3-3 része osztva 10 percig 47 °C-os vizirddben inkubaltuk. A B-galaktozidaz
megmaradt B-galaktozidaz aktivitast hataroztuk meg. Ehhez a 200 pl térfogati mintékat,
4  mg/mL o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid  (ONPG,  Sigma-Aldrich)  szubsztrat
hozzaadasaval 37 °C-on 5 percig inkubaltuk. A reakciot 400 pul 1M NayCOs
hozzaadasaval allitottuk le. A P-galaktozidaz aktivitdst az enzim reakcid mértékével
aranyos o-nitrofenol mennyiség 420 nm-en torténd mérésével és a vonalakban

termel6d6 teljes B-galaktoziddz fehérje mennyiségre normalizalassal hataroztuk meg.

4.3.9. A p-galaktoziddz expresszié meghatarozasa (Western blottal)

Annak érdekében, hogy az egyes vonalak eltéré [B-galaktozidaz fehérje szintjére
kontrollalni  tudjunk, az emlitett enzim fehérje mennyiségét Western blot segitségével
hataroztuk meg. Az 0si €s evolvalt vonalakbdl teljes fehérjetartalmat izolaltunk, és a
mintakat redukald korilmények kozott, 10% SDS-PAGE-en futtattuk meg, majd
nitrocellulbz membranra (Hybond ECL, Amersham) blottoltuk at. A p-galaktozidaz
fenérjét anti B-gal 1gG els6dleges ellenanyaggal (Invitrogen) 1:5,000 higitasban
kotottik. Az elsddleges ellenanyagot IRDye 680 masodlagos ellenanyagot (1:10,000
higitas) tartalmazd membrannal (Li-cor Biosciences, Lincoln, NE, USA) tettik
lathatova, és Odyssey tipust infravorés képrogzitd rendszerrel (Li-cor Biosciences)
vizsgaltuk. A mért B-galaktozidaz mennyiséget a teljes fehérje frakcioban megtalalhatd
ADH1 (S000005446) mennyiségre normaltuk.
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4.3.10. A tRNScac M expresszidjanak meghatarozasa Northern blottal

A magas transzlicios hibarataért felelds tRNScac™ ™ expresszios szintjét Northern blot
technika alkalmazasaval hatdroztuk meg, az 6sben valamint harom evolalt vonalban.
Negatlv kontrollként Gres, tRNAcac” ™t nem expresszald vad tipust, pozitiv
kontrollként C. albicans SN148 torzset hasznaltunk. A torzsekbdl total RNS-t vontunk
ki, majd a tRNSek eldalasztasat 12-15%-0s, 8M ureat tartalmazd poliakrilamid gélen
végeztik. A gél minden zsebébe 50 pg total RNS mintat vittink fel, majd 16 oraig
futtattuk 500 V fesziitség mellett. A tRNS frakciot UV lampa alatt azonositottuk, az
azonositott gél-részletet kivagtuk, és a tRNSeket nitrocelluloz membranra vittik at
(Hybond N, Amersham) Semy-dry Trans Blot (Bio-Rad) segitségével. A hibridizacios
probdkhoz 10 pmol defoszforildlt oligonukleotidot ¢és 4 p of Y-32P-ATP-t
(5000Ci¥/mmol) (Perkin Elmer) 1x T4 kindz puffert, 10 mM spermidin és 16 egység T4
kindzt (Takara) hasznaltunk fel. A jelolési reakciét 1 oraig 37 °C-on végeztik. Ezt
kovetden a probakat fenolkloroform:izoamilalkohol elegyével (25:224:1) vontuk ki. A
hibridizaciét Heitzler és munkatarsai altal leirt modon végeztik (Heitzler és mtsai.,
1992). A membranokat 55 °C-on 30 percig hibridizaciés oldattal [(5x Denhardt oldat
(1% Ficol, 1% Polivinilpyrrolidon és 1% Bovine serum albumin) 6x SSPE (3 M NacCl,
173 mM NaH2PO4, 25 mM EDTA) és 0,05% SDS] kezeltik el6. A membran

hibridizaciét egy éjszakan at végeztik hibridizaciés pufferben.

A hibridizacio soréan alkalmazott probéak:
GCGACACGAGCAGGGTTC tRNScace ™M
GCGGAAGCCGGGAATCGAAC kontroll tRNAccc™",

A membranokat 4x3 percig mostuk 2x SSPE és 0.5% SDS elegyében 53 °C-on. A
elohivast Molecular Imager FX (Bio-Rad) késziilékkel végeztik.

4.3.11. A fehérjeszintézis rata meghatarozasa

A fehérjeszintézis ratajanak merését a szakirodalomban mar jol ismert [14C(U)]-L-
Aminosav keveréket hasznalo ,Pulse-labeling” mddszerrel végeztik (Alamgir és mitsai.,
2008; Schwartz és Parker, 1999). tRNScac? "t nem expresszald 6si és evolvalt

vonalakban 15-15 technikai ismétlésben mértik a radioaktivan jelolt aminosavak
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beépilési arényat. Ehhez a vizsgalt vonalakbél 2 x 107 sejtet centrifugalassal
Osszegyljtottiink, majd elomelegitett tapoldatban felszuszpendaltuk, és 20 percig 30 °C-
on razatva inkubaltuk. Ezt kovetéen 20 pl hideg [14C(U)]- L-Amino Acid Mixture-t
(Perkin Elmer, 0.1 mCi¥ml) adtunk a mintdkhoz, és tovabbi 10 percig inkubaltuk. Az
aminosav beépllést ezutdn 60 ul cikoheximid hozzaaddsaval (20 mg/ml) és jégen
hiitéssel allitottuk le. A sejteket hideg vizzel mostuk, €s -80 °C-on lefagyasztottuk. A
sejtek fehérje tartalmanak kivonasédhoz a pelletet 300 ul lizis pufferben (50 mM kélium-
foszfatpuffer pH 7, 1 mM EDTA, 5% (V/V%) glicerinben, 1 mM fenilmetilszulfonil
fluoridban, teljes protedz enzim gatld6 koktélban (Roche) 100 pl Oveggydngy
hozzdadasaval felszuszpendaltuk. A sejtek feltdrdsa Precellys készilékkel (Bertin
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) tortént, 5 darab, egyenként 10
mésodperces 5,000 rpm-es ciklussal, kozottik pedig 1-1 perc jégen hiitéssel Ezt
kovetéen a mintakat 10 percig 5,000 x g fordulatszamon centrifugaltuk. A feliliszébol
50 pkt vittink fel 1 cm® mikrofiter szirépapira. (GF/C, Whatman, Maidstone, UK).
Az aminosav beépllési rata meghatdrozasdhoz Beckman markaju szcintillacios
szamolot alkalmaztunk. A sejtekb6l kivont fehérje mennyiségét BCA-meghatarozasos
modszerrel  (Pierce. Rockford, IL, USA) égeztik. A beépllt [14C(U)]-L-

aminosavmennyisegét a sejtek 0sszfehérje tartalmara normalizaltuk.
4.3.12. Proteaszoma aktivitds mérés

Az 06s és az evolalt vonalak proteaszOma aktivitasanak mérését 3-3 technikai
ismétlesben végeztik egy korabban mar leirt, flourogén peptid szubsztrat alkalmazasan
alapuld mbdszer alkalmazasaval (Demasi és mtsai., 2003). Ehhez a vizsgalt torzsek
exponencidlis  kultiraibol 2 x  10® sejtet gyfijtottink, melyeket -80 °C-on
lefagyasztottunk. A sejt pelletet 350 pl lizis pufferben (10 mM Hepes, 10 mMKCI, 1.5
mMMMQgCI) felszuszpendaltuk 2/3 térfogatnyi (veggyongy hozzaadasa mellett. A
mintdkat Precellys késziilekkel 3, egyenként 10 mésodperces 5,000 rpm-es ciklussal, és
2-2 perces jégen hiitéssel tartuk fel. A pelletet 3000 x g fordulatszamon 5 percig, majd
15000 x g fordulatszamon 10 percig centrifugdltuk. A fehérje tartalom meghatarozasat
BCA-modszerrel (Pierce) végeztik. A 100 pg fehérjét tartalmazd mintakat 100 i
pufferben (10 mM Tris pH 8, 20 mM KCI, 5 mM MgClI) szuszpendaltuk, és 15 percig
37°C-on inkubaltuk. A reakcidhoz N-SLLVY-MCA (Sigma) proteaszOma szubsztratot
adtunk 50 M végkoncentracioban, majd a mintakat 1 Oraig 37 °C-on réazatva
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inkubaltuk. A proteaszoma aktivitast Perkin Elmer Luminescence Spectrometer-rel (LS

50B) 365 nm-es excitacids és 435 nm emisszios hullamhosszon mertik.

4.3.13. A glukdz felvételi rata mérése

A sejtek altal felvett glik6z mennyiségének meghatarozasara egy korabban leirt
modszert alkalmaztunk (Torres és mitsai., 2007). Ehhez 3-3 technikai ismétlésben 6s és
evolvalt, tRNScac™-t nem expresszald vonalakat oltottunk 20 ml leucin mentes SC
tapoldatba (gy, hogy a kultirak optikai denzitdsa 600 nm-en 0,01 legyen. A kultdrakat
30 °C-on 200 rpm-es fordulatszamon rédzatva nOvesztettik, és az optikai denzitast 3
oranként mértik, ezaltal kovetve a sejtszam valtozasat. Ezzel parhuzamosan a tapoldat
glik6z tartalmat is nyomon kowvettik Glucose assay HK kit (Sigma) segitségevel. A
tapoldat glikéz tartalmanak meghatarozdsat a gyartd utasitasainak megfeleloen
sejtek altal felvett glik6z mennyisége. A glikoz felvételi rata meghatarozasdhoz a
sejtek altal felvett glik6z mennyiségét az adott populacid sejtszamara (optikai

denzitasbdl szdmolva) normalizaltuk.

4.3.14. A kronoldgiai élettartam mérése

A kronologiai élettartamot  Fabrizio és munkatarsai altal leirt mérési modszerrel
(Fabrizio és mtsai., 2010) vizsgaltuk. Ehhez 3-3 technikai ismétlésben 6s és evolvalt,
tRNScac? ™t nem expresszald vonalakat oftottunk le 10 ml leucin mentes SC
tapoldatba. Az auxotr6filbol eredd mérési hibdk kikiiszobolésére a tapoldathoz
kétszeres koncentracioban adtunk hisztidint, metionint és uracilt. A kultirdk denzitasat
0OD600=0,05-re allitottuk be, ezt kovetéen harom napig 30 °C —on 200 rpm-en razatva
novesztettikk Oket. A stacioner fazist kulturakbol vett mintdkbol tobb 1épcsds higitasi
sorban YPD agar lemezre pipettdztunk, és a kin6tt telepek szdmébol meghataroztuk a
populaciok €16 sejtszamat (CFU). Ezt tekintettik a kezdeti, 100%-0s életképességnek. A
szaturdlo kultirdk sejtjeit centrifugalassal Osszegyjtottiik, steril vizzel atmostuk, majd
10 ml steril vizben Ujra felszuszpendaltuk. Ezzel a lepéssel eltavolitottuk a szétesett
halott sejteket is médiumbol, melyek akér tapanyagforrasként is szolgalhattak volna a

még ¢Eletben v sejtek szdmara. A kultirdkat ezt kovetéen 30 °C —on 200 rpm-en
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razattuk. A kultirak ¢él6 sejtszamanak csokkenését minden harmadik napon a kezdeti

sejtszam meghatarozasaval megegyezoen végeztiik.

4.3.15. A Rpl25p riboszomalis fehérje eloszlasanak vizsgélata

A Rpl25p riboszémalis fehérje sejten bellli elolszlasat floureszcens mikroszkopia
segitségével vizsgaltuk (Kraft és mtsai., 2008). A Rpl25p-t GFP fluoreszcens jellel
jelolve kovethetd annak citoplazmiban és vakoloumban torténd eloszlasa, melybdl a
ribofagia mértékére kovetkeztethetink. Ehhez az &8si és evolvalt tRNScacZe -t
expresszalo vonalakat transzformaltuk az RPL25-GFP-t hordoz6 pRS316 plazmiddal
(Kraft és mtsai, 2008). A transzformélast kovetben egyedi telepeket izolaltunk,
melyeket leucin és uracil mentes SC tapoldatba oltottunk, és a kultdrakat OD600=0, 2-
0,8 denzitasig ndvesztettik. A sejteket 5 perc 3000 x g fordulatszdm( centrifugélassal
Osszegyljtottiik. A feliiliszot eltavolitottuk, majd egy mosasi Iépést kovetden a sejteket
24-48 Oréig éhezéses korulmények kozott novesztettik (0.17% éleszté nitrogén bazis,
aminosav keverék és ammonium szulfait nélkal, 2% glik6z). A mikroszkopos
vizsgalathoz a mintdkat elére elkésztett 1%-0S agardz réteggel boritott targylemezre
cseppentettik. A  GFP-vel jelolt fehérjék elhelyezkedését Zeiss MC80 Axioplan,
epiflioreszcens  mikroszképia funkcioval ellatott  készulékkel vizsgaltuk, HE38-as
sziir6t hasznalva. A latomezoket random mddon valasztottuk, melyekben mintdnként
legaldbb 100 sejtet vizsgaltunk. A mintakrdl AxioCamHRc kamera segitsegével
készitettiink felvételeket. Az Image] programot hasznalva megszamoltuk, hogy hany
sejtben figyelheté meg vakuolaris fluoreszcencia, majd ezt az értéket a teljes sejtszamra
normalizaltuk (Schneider és mtsai., 2012).

4.3.16. A génexpresszié microarray alapu vizsgalata

A genexpresszid vizsgalatahoz a mintdkbol savas-kloroformos modszerrel teljes RNS-t
tisztitottunk (Schmitt és mitsai., 1990). Ehhez a vizsgalt 6si és evolvalt vonalakat 50 ml
leucin  mentes SC tapoldatban exponencidlis fazisig ndvesztettik, a sejteket
centrifugalassal Osszegylijtottiik, és a mintdkat -80 °C-on egy éjszakan &t fagyasztottuk.
Masnap a fagyasztott sejt pelletet 0,5 ml lizis pufferben (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM
EDTA, 0,5% SDS) és 0,5 ml savas fenol-kloroform (5:1 pH 4,7, Sigma) elegyében
felszuszpendaltuk. A mintakat alaposan vortexeltik, és 1 6rdig 65 °C-on inkubaltuk. A
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vizes és fenolos fazist 4 °C-on torténd centrifigaldssal valasztottuk szét. A vizes fazist
legytjtottik, és vele megegyez6 térfogati kloroform-izoamil-alkohollal (24:1, Fluka)
kezeltik. Az RNS-t Kicsapasat egy éjszakan at -30 °C-on 96%-0s etanollal és 3 M
natrium acetattal (pH 5,2) wvégeztik. A képzodott csapadékot —centrifugalassal
osszegyljtottik, és steril bidesztillalt vizben felszuszpendaltuk. A teljes RNS kivonatot
a gyartd utasitdisainak megfelelben DNasel (Amersham Biosciences) enzimmel
kezeltik. A Kkivonas Vvégén Agilent 2100 Bioanalyzer miszerrel hatroztuk meg a
mintak tisztasdgat és RNS tartalmat.

A génexpresszids vizsgalatok az ,Agilent One-Color Microarray Based Gene
Expression Analysis Quick Amp Labeling Vv5.7. (Agilent Technologies) szerint
torténtek. A cDNS szintézisehez 600 ng telies RNS kivonatot, Agilent T7 Promoter
Primer-t és T7 RNA Polymerase Blend-et hasznaltunk, a jelolés pedig Cyanine 3-CTP-
vel tortént. A jelolt cDNS-t RNeasy mini spin columns (QIAGEN) oszlopon tisztitva
tavolitottuk el a feleslegben 16v6 jelolo anyagot. A festék beépiilését Nanodrop 1000
Spectrophotometer miisszerrel mértiik.

A hibridizaciés reakciohoz 1.65 pg Cy3-mal jelolt cRNS-t kevertink 0ssze a
fragment&ld mix-el (Blocking Agent és Fragmentation Buffer), majd a mintakat 30
percig 60 °C-on inkubaltuk. Ezutin GEx Hybridization Buffer HI-RPM-t adtuk a
mintdkhoz, és a specialisan erre a célra tervezett Agilent array (yeast G4813A)-re vittik
fel Oket, a gyartd utasitdsainak megfeleldoen. A hibridizacidos reakciok egyenként 17
Oréig 65 °C-on zajlottak, az Agilent hibridizacios készilékben. A kész reakciokat ezutan
mostuk, szaritottuk és az Agilent G2565AA microarray scanner (Agilent) segitségével
értékeltik.

4.3.17. A microarray adatok kiertekelése

A hibridizaciés probakhoz rendelheté adatpontokat Agilent Feature Extraction Software
(Agilent) segitségével nyerték ki a microarraybdl.

A nyers adatokat a GEO adatbazisban GSE65718 elérési szam alatt talalhatdak meg. Az
adatok normalizalasa ,median centering” modszerrel tortént, melyhez a Biometric
Research Branch BRB-Array tools v3.4.0 programot hasznaltuk.

A génexpresszios adatok elemzését a MEV (TM4 Microarray Software Suite) (Saeed és
mtsai.,, 2006) program segitségével végeztik el Student-féle t-tesztet alkalmaztunk
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azoknak a géneknek az azonositasara, melyek expresszidja szignifikansan (p<0,01)

kiilonb6zott a kontroll (6s iires plazmiddal) és az evolvalt vonalakban.

4.3.18. DNS szekvencia meghatarozasa

Az 6si és evolvalt magas transzlacios hibarataji  vonalakbol a  kereskedelmi
forgalomban kaphat6 Genomic-tip 100/G kit (Qiagen) Kit hasznalataval a gyartd
utasitasainak megfelelden telies genomi DNS-t tisztitottunk. A kapott DNS hozamanak
és tisztasdganak meghatarozasa Picogreen fluoreszcencia alapi modszerrel tortént.

A DNS elokészitése ¢és Illummna platformon szekvenaldsa a gyartd utasitasainak
megfeleléen tortént. Az lllumina DNA Sample Prep protokoll alapjan mintanként egy,
400-500 bp hosszu inszertekbdl allo konywtarat készitettek. Ehhez mintanként 5 g
nagy molekulasilyi genomi DNS-t (gDNS) fragmentaltak Covaris szonikatorral. Az
igy létrehozott DNS fragmentek végeit javitottdk, A-farokkal lattak el, az adapter
molekulakat pedig a 3’ timin végekre kapcsoltdk. Az igy létrehozott termékeket PCR-
rel sokszorositottak. Az elkészilt konyvtarakbdl ezutan az lllumina  Flowcellen
klasztereket hoztak Iétre. A szekvendlas Genome Analyzer lIx késziléken tortént,

atlagosan 150 bp-nyi parosodo leolvasasi hosszal.

4.3.19. A genomszekvenciak bioinformatikai elemzése

A nyers szekvencia adatok 146 bazsparnyi parosodd végl, atlagosan 400-500 bazis
hosszii leolvasasi szakaszokbol élltak. A szekvencidk 5’ ¢és 37 wégerdl a nem
megbizhatd, a 20-as értéknél rosszabb mindségli szakaszokat eltavolitottdk. A leolvasasi
szakaszokat az alabbi paraméterek alapjan szirtiikk tovabb: kétértelmiiség (N tartalom<
5%), komplexitas (score >= 10), leolvasashossz (50 bazis, vagy hosszabb) és atlagos
minGség (average base quality >=20). A sziiréshez a Bamtools (Barnett és mtsai., 2011)
algoritmust hasznaltuk.

A szirési feltételeknek megfeleld leolvasasi szakaszokat a Saccharomyces Genome
Database-b6l (Cherry és mitsai., 1998) letoltott Saccharomyces cerevisiae S288C
referencia genomra térképeztik, ehhez a BWA (Li és Durbin, 2010) programot
hasznaltuk. A sikeresen térképezett read-eket ezutan Samtools (Li és mtsai., 2009)

segitsegével szirtik és vizsgaltuk tovabb. A  duplikaciokat, a referencia-genom
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ellentétes  lefutdsu  szalaira térképez0dé  leolvasasi  szakasz-pérokat, valamint a
varhatonal hosszabb szakaszokat kiszirtlk az adatsorbdl. Azokat a parokat is
eltavolitottuk, melyek legaldbb egyik tagja alacsony hatékonysaggal térképezodott
(MQ<20), vagy a referencia szekvenciaval 95%-nal kisebb egyezést mutatott.

A megfeleléen térképezett leolvasasi szakaszokat Samtools (Li és mtsai, 2009)
segitsegével illesztettlik 6ssze, és azonositottuk a referencia genomtdl eltéré nukleotid
szekvencia varidnsokat. A fentebb ismertetett szirési paraméterek mellett csak
pontmutaciokat tudtunk egyértelmilen azonositani, Kis inszerciokat és deléciokat nem.
Az alacsony min0ségi mutatokkal rendelkez6, haromnal alacsonyabb leolvasasi-
mélységli, vagy a minta atlagos lefedettségénél kettd, vagy tobbszords lefedettségii
bazisokat ismeretlen genotipusként definidltuk. A teljes szekvenalasi adatsor elérhetd az

European Nucleotide Archive adatbazisban, PRIJEB8951 referencia szam alatt.

4.3.20. A funkcionalis feldusulas vizsgéalata

A funkciondlis feldusulas vizsgalataitdhoz a FunSpec (mozaikszo, az angol ,functional
specification” kifejezésbodl) mternetes felileteten mikodod ¢€leszd klaszter azonositot
hasznaltuk (Robinson és mtsai, 2002). A vizsgalni kivant gének listajat feltolottik a
FunSpec internetes feliletére, ahol automata algoritmusok segitségével zajlott a
klaszterek létrehozasa. A klaszterek kialakitdsdhoz kiilon6z0 adatbazisok szolgaltak
forrasként. Egy adott funkcionalis kategoria (GO ,gene ontology”) feldsulasat akkor
mindsitettiink  szignifikansnak, ha az adott kategériahoz kotheté gének a vizsgalt gen
csoportban szignifikdnsan gyakrabban (p<0,05) fordultak ¢l6, mint a teljes genomban.
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5. Eredmények

5.1. A transzlaciés hibardta megemelése

A transzlaciés hibardta ratermettségre  gyakorolt hatasait egy specialis modell
segitségével vizsgaltuk. Korabban Santos és munkatarsai élesztében egyszeres kopiaju

szerin

plazmidra klonoztdk a Candida albicans tRNScac genjét, melynek expresszidja
Saccharomyces cerevisiae-ben a CUG kodonok kétértelmii meghatarozasahoz vezet
(Santos és mtsai., 1996, 1999). Ennek oka a sejtek sajat (tRNScac®™™) és a kiilsSleg
bevitt (tRNScac?”™) tRNS-ének a versengése a mMRNS-ek CUG helyeiért.
Tomegspektrometriai mérések azt is kimutattak, hogy pékélesztSben a tRNScac™™ a
CUG poziciok 1,4%-ba épit leucin helyett hibasan szerint. Tekintve, hogy élesztében a
természetes transzlacios hibarata 0,001% (Stansfield és mtsai., 1998), az (j mutans
tRNS kifejez6dése kozel 1400-szorosara emeli a hibas szerin beépllések aranyat. Mivel
kordbbi eredmények a transzlacios hibarata tobb nagysagrendbeli emelkedését

valoszintsitik, ez a rendszer idedlis modellnek bizonyult vizsgalataink elvégzéséhez.

5.1.1. A tRNScac™Mexpresszié hatasa a transzlacios hibaratara

Kisérleteink megkezdéséhez szikséges volt annak bizonyitisa, hogy a tRNScac™”™

kifejez0dése valoban emeli a transzlaciés hibaratat pékéleszté sejtekben. Modelliink
helyességének igazololasahoz a transzlaciés hibarata mértékét a jol ismert f-
galaktozidaz enzim aktivitas méréssel hataroztuk meg (Paredes és mtsai, 2012). A
modszer alapja, hogy az Escherichia coli LacZ génjének 54 CUG kodon poziciojaba
random mddon szerinek vagy leucinok éplilnek, ezzel pedig kiilonboz6 aminosav
szekvenciaji B-galaktoziddz enzim molekula jon létre. A CUG pozciokba épiild két
aminosav kémiai tulajdonsagaban jelentésen eltér (a szerin polaris, mig a leucin
hidrofob tulajdonsagu), ez pedig az enzim fehérjék stabilitasara és aktivitdsara is kihat.
A CUG pozcidkba ¢épiild szerinek mennyiségének emelkedésével csokken az enzim
hostabilitdisa. Hosokk kezelést kovetben a maradd enzim aktivitds mérésével
megbecsiilhetd a transzlacids hibarata mértéke.

Ezzel a modszerrel vizsgaltuk a transzlaciés hibarata mértékét tRNAcac”™ —t

expresszalo torzsben vad tipust kontrollhoz képest. Eredményeink azt mutattdk hogy a
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mutans tRNS expresszidja szignifikans, 62%-os p-galaktozidaz enzim aktivitas
csokkenést eredményezett (7. abra).
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7. dbra. A tRNScac™™ ™" expresszié hatasa a transzlacios hibaratara. Az abran vad tipusg,

szerin

valamint tRNScac™™""-t expresszald torzsben mért B-galaktoziddz enzim aktivitas lathatd. A

mert enzim aktivitdsokat a vad tipusban mért enzim aktivitdsra vonatkoztatva abrézoltuk,
valamint kontrollaltunk a telies B-galaktozidaz enzim fehérje mennyiségre is (Western blot-tal
meghatarozva). A hibasavok az atlag korili 95%-0s konfidencia intervallumot jelolik. ***=
P<0,001 (Mann-Whitney U teszt).

5.2. A magas transzlaciés hibarata hatasa a ratermettségre

A magas transzlacios hibarata ratermettségre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara a
kordbban ismertetett, plazmid alapli tRNScac™™ expresszios rendszert diploid
pékéleszté sejtekbe transzformaltunk. Ezt kovetéen a megemelt transzlacios hibarataji,
valamint a kontroll vad tipusti vonalak réatermettségét vizsgaltuk. Eleszté populaciok
ratermettségének mérésére egy korabban publikalt, megbizhatdé maddszert (Warringer és
Blomberg, 2003; Warringer és mtsai., 2003) alkalmaztunk. A mddszer lenyege, hogy a
sejteket folyadék kultiraban névesztve és a kultdra optikai denzitdsat 600 nm-en id6r6l-
idére lemérve nyomon lehet kovetni a populacio ndvekedesét. Az cltelt id6 és az optikali
denzitds valtozasanak ismeretében kiszamolhatdé a populacid nOvekedési rataja. A

novekedési rata pedig a populacio ratermettségének egyik elorejelzéje Iehet.
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Magas transzlaciés hibarataji, azaz tRNScac™™™-t expresszald, valamint alacsony
transzlacios hibaratajl, azaz vad tipusu, Ures vektorral transzformalt torzsek névekedési
ratajat mértik, SC-leucin tapoldatban, 20-20 technikai ismétlésben.

szerin

Eredményeink azt mutattdk, hogy a tRNScac expresszidja 40%-kal csokkentette a
novekedési ratat a vad tipusu kontrollhoz képest. Mivel a novekedési rata a ratermettség
egylkk mérdszamaként értelmezhetd, igy azt is mondhatjuk, hogy a magas transzlacios
hibarata 40%-0s ratermettség csokkenést eredményezett a vizsgalt torzsekben (8. abra,
elsé két oszlop). Az alacsony €s magas hibarataju vonalak kozott mért ratermettségbeli
kllonbség statisztikailag  szignifikans (Mann-Whitney U teszt, p-értek < 0,001), ez

pedig azt valoszinlisiti, hogy a misztranszlacid jelentés koltséggel jar.
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8. abra. A magas transzlaciés hibarataju 6s és evolvalt vonalak ratermettsége. Az Gsi €s

szerin

evolvalt vonalak tRNAcac “'"-t expresszaltak. A vad tipus az 6si vonallal megegyez6
genotipust, azzal a kivétellel, hogy a tRNAcac™""- helyett iires vektort hordoz, igy alacsony a
transzlacios hibarataja. A populaciok optikai denzitdsabol szamolt ndvekedési ratat értelmeztik
ratermettségként. Az &bran a vad tipus torzshdz viszonyitott ndvekedési ratak lathatok. A
hibasdvok az atlag koruli 95%-os konfidencia intervallumot jeldlik. *** P<0,001(Mann-

Whitney U teszt).
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5.3. A ratermettség valtozasa a laboratériumi evollcié alatt

Kutatisi eredményeink azt mutatjdk, hogy a magas transzlacids hibarata jelent6s
ratermettség csokkenéshez vezet (8. abra, els6 két oszlop). Annak eldontésére, hogy a
megfigyelt  ratermettségbeli  hatrany  kompenzilhat6-e egy rovid ideig tarto
alkalmazkodasi periddus alatt, egy laboratoriumi evollcios Kisérletet végeztink el.
Ehhez 11 fliggetlen tRNScacZe -t expresszald kiont oltottunk le SC-leucin tapoldatba.
A magas transzlaciés hibaratdju vonalak mellett tovabbi 11, csak (res plazmidot
kisérlet minden masodik napjan a felnétt populaciok 1%-at friss tapoldatban higitottuk
tovabb. Az evoliciés kisérletet 70 napig végeztik, mely alatt kdzel 250 generacio jott
létre. Az evolicio befejeztével Osszevetettik a kezdeti és vég id6pontokbol szarmazd
vonalak novekedési ratajat. Ehhez mind a 22 (11 magas és 11 alacsony transzlacios
hibarataju) evolvalodd  populaciobdl  egyedi  Kklonokat — izolaltunk, majd ezek
ratermettségét a mar ismertetett, optikai denzitas méreésen alapuld mddszer segitsegével
hataroztuk meg.

Eredményeinkb8l az latszik, hogy az evolicid befejeztével mind a 11, tRNScac™e™—t
expresszald  evollcios vonal életképessége emelkedett az evolicid kezdetén mért
értekhez képest. A vonalak mindegyikében szignifikdns (Mann-Whitney U-teszt, p-
értek < 0,001) mértékii volt az ratermettség novekedés. Az evollcios vonalakban
13,3%-51,7%-0s életképesség valtozds volt megfigyelheté, néhany vonal még a vad
tipust kontroll ratermettségét is megkdzelitette (8. abra).

Ezzel ellentétben a kontroll vonalakndl nem wvolt megfigyelhetd ilyen mintazat, ezek
ratermettsége  elhanyagolhaté mértékben, minddssze 3,7%-nyit emelkedett az evollcio

alatt (9. abra).
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9. abra. Laboratoriumi evolUcié alacsony transzlacios hibarata mellett. tRNAcac ™" -t nem
expresszalo vad tipusu populaciok optikai denzitdsbol szamolt novekedési ratajat mértik, ezt
értelmeztlk ratermettségként. Az abran az abszolit ndvekedési ratak lathatok. A hibasavok az

atlag korili 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik.

Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a magas transzlaciés hibarata altal okozott
ratermettség csokkenés mérsékelhetd egy kisérleti evolicid soran, és a tapaszalt
valtozdsok valoban a hibaratahoz, ¢s nem a tapoldathoz torténd alkalmazkodasbol
erednek.

AZért, hogy az esetleges vektoron Kkeletkezett mutaciok ratermettséget befolyasold
hatasait Kkizarhassuk, mind a 11 fliggetlen evoliciés vonalbdl plazmidot izolaluk, és
ezek bazissorrendjét szekvencia analizissel meghataroztuk. A plazmidok szekvenciaja
az 0Osszes evolicios vonal esetén valtozatlan maradt (10. &bran illusztralva:
tRNAcAc™ gén szekvencidi). Ez arra enged kovetkezteni, hogy az evollcid soran
tapasztalt ratermettség ndvekedés nem a vektoron megjelend inaktivald mutaciok

eredménye
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10 20 30 40 50 60 70 80 90

tRNScas™=™ B B R I B I I I I I I B Il R R I I Rl R

referencia ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93

Evolvalt vonalak

ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGARCCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTIC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGARCCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTIC 23
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGARGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTIC 23
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGC. TTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTT 93
ATACGATGGCCGAGTGGTTAAGGCGAAGGATGCAGGTTCCTTTGGGCATTGCCCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTCGTGTCGTTATTTTTTTTC 93

2o Nou kN

szerin

10. &bra. Az evoluciés vonalakbol izolalt plazmidok tRNAcac gén szekvenciai

Azért, hogy megvizsgalhassuk, hogy a magas transzlaciés hibaratdhoz  vald
alkalmazkodas eredményekeént létrejott hatdsok mennyire altalanosak, a két evollcios
idépontbdl  szirmazo Osszes magas transzlacids hibaratajd  vonal tRNScacZ M-t
expresszalo vektorjat Ures plazmidra cseréltik. Ezt kovetden optikai denzitds mérésen
alapuld mobdszer segitségével mértik meg a létrehozott vonalak életképességet. Mérési
eredményeink alapjan az evollcios vonalak tobbsége a magas transzlacidés hibaratat
eredményez6 plazmid nélkil szignifkans (Mann-Whitney U-teszt, p-érték <
0,05/0,01/0,001), 3-11%-0s novekedési hatranyba keriilt az Osi allapothoz képest (11.
abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az evolucios adaptacios mechanizmusok csak a
magas transzlaciés hibarata jelenléte mellett elonydsek, egyéb koriilmények kozott

negativan befolyasolhatjak a ratermettséget.
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11. &bra. Alacsony transzlacios hibarataji 6s és evolvalt vonalak ratermettsége. Az Gsiés

szerin

evolvalt vonalak tRNAcag™ " -t hordoz6 plazmidjat Ures vektorra cseréltik. A populaciok

optikai denzitasabol szamolt novekedési ratat értelmeztik ratermettségként. Az abran az 6shoz
viszonyitott novekedési ratak lathatok.. A hibasdvok az atlag koruli 95%-os konfidencia
intervallumot jeldlik. *= P<0,05**=P<0,01/, ***= P<0,001 (Mann-Whitney U teszt).

5.4. A magas transzlacios hibarata koltségeinek felderitése

A misztranszlacid okozta ratermettség-csokkenés hatterében korabbi feltételezések
alapjan a fehérjek hibas feltekeredése, 0OsszecsapOdasa, és a létrejott fehérje-
aggregatumok sejtkarositd hatasa is allhat (Drummond és Wilke, 2009). Ezt az elméletet

szerin

Kisérleti (ton is sikerdlt alatdmasztani, miszerint tRNScac expresszidja €lesztében
proteotoxikus stresszhez, és az ehhez tartozd valaszreakciok kivaltasahoz vezet (Paredes
és mitsai., 2012). Ezek tekintetében feltételeztik, hogy az altalunk vizsgalt Kisérleti
elrendezésben tapasztalt ratermettség csokkenés hatterében is els6dlegesen a fehérjék
aggregacioja allhat, az evolicios megoldasok pedig az dsszecsapddott fehérjék
mennyiségenek csokkentése érdekében jottek Iétre.

A transzlacios hibarata és a fehérje aggregacio kapcsolatanak vizsgalatara egy
szakirodalmi forrdsokban jol dokumentalt, fluoreszcens riporter rendszert alkalmaztunk

(Kaganovich és mtsai, 2008). Ennek segitségével hasonlitottuk 6ssze tRNScac”*™-t
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expresszaldo 6si, valamint evolvalt vonalakban és vad tipusban a fehérje aggregacio
mértékét. A modszer egy fluoreszcens mCherry jellel ellatott, 6sszecsapodasra hajlamos
human fehérje, a wvon HippekLindau protein (VHL) aggregacidjat vizsgalja.
Természetes korilmények kozott vad tipust sejtekben a fehérje aggregaciojat a mikodé
minGségellen6rzé rendszerek meggatoljak (Oromendia és mtsai.,, 2012). Ha azonban a
mindségellen6rz6 rendszerek, példaul a dajkafehérjék halozata egyéb okok miatt
talterhelt, az Osszecsap6dd VHL molekuldk aggregacios fokuszokat alkotnak a
sejtekben. Ha a vizsgalat soran a fluoreszcens jel ép marad, akkor floureszcens
mikroszkop segitségével konnyedén azonosithatbak a vords aggregécios fokuszokat
tartalmazo sejtek. Ezt a riporter rendszert plazmid vektoron transzforméaltuk vad tipusu
és tRNScac”™—t expresszald Osi vonalakba egyarant. A sejteket fluoreszcens

mikroszkép alatt vizsgalva megéllapithaté volt, hogy a tRNScac™

expresszidja a
VHL aggregaciojat idézte eld, melyek fluoreszcens fokuszok forméajaban jelentek meg.
Ezzel szemben vad tipus esetén a VHL nem aggregalddott, a vords jel egyenletesen

oszlott el a sejtekben (12. abra).

A

12. abra. A fluoreszcens VHL-mCherry jel eloszlasa alacsony (A) és magas transzlacios
hibarataju sejtekben (B).

Ezt kovetdéen azt vizsgaltuk, hogy hogyan hatott az evolicid a fehérje aggregacios
ratara. Ehhez kiszamoltuk, hogy vad tipust, tRNScac™™-t expresszald 8si és evolvalt
populaciokban a sejtek mekkora hanyaddban figyelheté meg a VHL-mCherry

aggregacioja. Eredményeink azt mutattdk, hogy a tRNScac™™-t expresszilo Osi
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vonalban megfigyelhetd magas aggregiciés hajlamhoz képest az evolvalt vonalak
szignifikdnsan  (Mann-Whitney ~ U-teszt, p-érték < 0,05 ) alacsonyabb fehérje
aggregaciot muttattak. Néhany vonal esetén a vadhoz kozeli szintre allt vissza a fehérje
aggregacio mértéke (13. 4abra). Meéréseink alapjan elmondhatd, hogy a magas

transzlacios hibarata okozta fehérje aggregacié mértéke az evollcio alatt csokkent.

Aggregacios fokuszokat tartalmazo sejtek aranya
*

N

0 i

vad tipus T 9 11

*
*
| * i * *
1 3 5
s 2 4 6
evolvalt vonalak

13. abra. A fehérje aggregéacios rata valtozasa az evolUcié alatt. A fehérje aggregacio
mértékét vad tipust, valamint tRNScas™""-t expresszald 6si é

aggregacios fokuszokat tartalmazo sejtek aranyat a vad tipusban mért ardnyra vonatkoztattuk.
Az aggregacios fokuszokat tartalmazd sejtek ardnydt hasznaltuk a fehérje aggregacio
mértékének meghatarozasara. A hibasavok az atlag koruli 95%-os konfidencia intervallumot

jelolik. *=P<0,05 (Mann-Whitney U teszt).
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5.5. A magas transzlaciés hibaratihoz torténé evoluciés adapticié genetikai és

molekularis hatterének vizsgalata

5.5.1. Az adaptacié genetikai hatterének megismerése

A laboratoriumi evolicio idStartama alatt megfigyeltik a tRNScac®™"-t expresszal
vonalak magas transzlaciés hibaratdhoz torténd alkalmazkodasat. Ahhoz, hogy az
adaptacidé mechanizmusait felderithessik, az evolicid6 soran bekovetkezd 6roklodo
genetikai Valtozasok megismerésére volt szilkség, ennek érdekében meghataroztuk mind
a 11 szgnifikdnsan javult evolicios vonal teljes genom szekvencidjat. A 11 szekvenalt
vonalban dsszesen 431 figgetlen mutaciés eseményt azonositottunk, melyek kozé az
egyedi pontmuticiok és a nagy genomi atrendezodések, duplikaciok és deléciok
tartoztak. Evoliciés vonalanként &tlagosan 39,41 pontmuticidt, 1 deléciot és 2
duplikaciot figyeltink meg. Mind a gének, mind mikodési egységek terén nagyfoku
prahuzamos evollcios mintdzat jellemezte a vizsgalt vonalakat. A nem szinonim
mutaciokat tartalmazd gének 26%-a legalabb két evolicios vonalban is mutalddott,
illetve azonositottunk olyan géneket is, melyeknek a vonalak tobbségében valtozott a
szekvencidja (Fuggelék, 1. tablazat). A mikodési egységek tekintetében is jelentds volt
a parhuzamos mutacidés események szama. Példanak okaért a riboszomalis RNS érésben
(MRD1 [S000006316]), a transzkripcid inicializalizacioban és elongaciéban (BDF1
[S000004391], TFG2 [S000003237]) szerepet jatsz6 gének, valamint az ubiquitin-
proteaszOma rendszer (SSM4 [S000001292], HSM3 [S000000476]) elemei tobb esetben
halmoztak fel mutaciokat.

A pontmuticiok mellett nagy kromoszomalis atrendezodéseket (teljes kromoszomak,
vagy kromoszoma reszek duplikéciojat, illetve egyes kromoszéma szegmensek
delécidjat) is gyakran figyeltink meg (1. tablazat). Osszesen 33 ilyen eseményt
azonositottunk, az evolalt vonalak tobbsége 4-5 nagy kromoszomalis atrendezodésen
ment keresztiilt az evolicid soran. Az atrendezOdések azonban mindossze 7 kiilonb6zo
tipusi mutacios eseményre oszthatdak, melyek parhuzamosan tébb evoliciés vonalban
is megjelentek. Ilyen esemény volt tobbek kozott az V. kromoszoma egyik kopiajanak
részleges delécidja (127 kb), a IV és VI kromoszoma részleges duplikacioja is a
gyakori mutacios események kozé tartozott, mely a 1V kromoszomén egy 540 kb-nyi, a
VIl kromoszoman pedig egy 238 kb-nyi szakaszt érintett. Az atrendezOdési események

minden esetben mobilis genetikai elemek altal hatarolt régiokat érintettek, ez pedig arra
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enged kovetkeztetni, hogy keletkezésik a mobilis elemek kozott létrejott homoldg

rekombinacioval fligg Ossze.

. Py . qs (@) i
fromosoma Reglo AneupIOIdla —E

chrlll Teljes Triszémia redox homeosztazis
szabalyozasa

aminosavmetabolikus °
folyamatok szabalyozésa

riboszoéma kis alegység

Osszeszerelés

chriv 992kb- Triszémia szubsztrat-specifikus
a végéig membrantranszport e © © o o o © o o
aktivitas
chrv 450kb- monoszémia  ubiquitin-specifikus °
a végéig proteaszdmalis aktivitas x ©® e o o o e o o o
chrVvii 57 4kb-  Triszomia proteaszdma magialegység
812 kb Osszeszerelés
vdlaszareaktiv oxigén
gyokokre L
RNS polimerazll
transzkripciés elongacios
aktivitas
chriX Teljes Triszémia glikoneogenezis negativ
reguldcidja
rlboszc?ma k|§ alegys:eg ° ° °
exportja a sejtmagbol
RNS polimerazll
transzkripcié terminacio
chrXil Teljes Triszémia riboszéma biogenesis
riboszéma nagy alegység e o o o e o o o
Odsszeszerelés
chrXvi 810kb- monoszémia
844kb C

1. tdblazat. Azevolucidés vonalakban azonositott részleges és teljes kromoszéma de lécidk és
duplikéaciok. A tablazat az érintett kromoszdmékat, az atrendezddések iranyat és méretét,
valamint a felddsuld biologiai funkciokat (p<0,05) tartalmazza. A funkciondlis feldisulas
vizsgalatatdhoz a FunSpec nevii, internetes felilleteten miikodo ¢éleszté klaszter azonositot
hasznaltuk (Robinson és mtsai., 2002). * = chrV kromoszoéma 450 kb-t6l 498 kb-ig terjedo

monoszomiaja.

Az egyes tipust atrendez6dési események egymastdl fliggetlen, ismétlodé megjelenése
azt sugallia, hogy a Iétrejott genetikai valtozasoknak szerepe lehetett az adaptécids
folyamatokban. Azért, hogy pontosabb képet kaphassunk az alkalmazkodas mutacios

hatterérdl, az atrendezOdések altal érintett géneket adatbazisokbol kinyert informaciok
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alapjan csoportositottuk. Az V kromoszdma kdpiaszam cstkkenést mutatd szakaszan
deubiquitinaciés enzimek génjei talalhatoak (az UBP3 [S000000953] és az UBP5
[S000000946]). A nagy léptékii duplikacios események altal érintett genomi régidkban
pedig szignifikdnsan feldusultak a riboszoma biogenezis génjei (mint példdul a DRS1
[SO00003931], a SOF1 [S000003934] és a RIX7 [S000003957]), az RNS feldolgozas
génjei (példaul a GRC3 [S000003958], a NOC3 [S000003992] vagy a SDO1
[S000004012]), valamint egy, a proteaszoma 0Osszeszerelésében szerepet jatsz6 gén
(PRE9 [S000003367]).

5.5.2. A génexpresszids valtozasok adaptacioban betoltott szerepének vizsgalata

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, milyen génexpresszios valtozasok allhatnak a
megfigyelt adaptacidés folyamatok hatterében, DNS microarray technika segitségével
hataroztuk meg két Kkivalasztott evolicios vonal teljes génexpresszios mintazatat.
Vizsgélataink elvégzéséhez két olyan evollciés vonalat (1. és 4. vonal) valasztottunk Ki,
melyek genomi 4trendez6dési mintazatukban jol reprezentdjak az evolicids vonalak
Osszességet.  Feltételezhetd, hogy a megfigyelt nagy atrendezddések jelentOsen
befolyasoltdk a génexpresszios valaszokat, igy kézenfekvonek tint olyan vonalakat
vizsgalni, melyek hordozzdk a gyakori muticiokat. A kivalasztott wvonalak gén
expresszidjanak mértékét exponencidlis fazisi kultirabol hataroztuk meg, majd a kapott
értékeket viszonyitottuk az &si  allapotban mért génexpressziés szinthez. Tovabbi
vizsgalatainkat csak a legalabb kétszeres expresszids valtozast mutatd géneken végeztik
el.

Eredményeink alapjan a mMRNS-szint valtozasok egyértelmilen tikrozk a gén
kopiaszdm valtozasokat. A kdpiaszam csokkenést mutatd régiokban a gének expresszios
szintje szignifikdnsan alacsonyabb (paros t-teszt, p-érték < 10°°), mig képiaszam
emelkedés esetén szignifikansan magasabb (paros t-teszt, p-érték < 10°°) volt (14. abra).
Ez a mintazat torzitja a valos génexpresszos valtozasok keépet, ezért a tovabbiakban csak
az olyan gének vizsgalatara fokuszaltunk, melyek expresszids valtozasanak hatterében

nem az adott gén kdpiaszdm valtozasa All.
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14. &bra. Génexpresszids valtozasok a kdpiaszam fliggvényében. Az dbran az 1. evolvalt
vonalban az 6shoz képest mért mMRNS expresszids valtozast abrazoltuk. Az adatokat a kodold
gének elhelyezkedése alapjan csoportositottuk: delécio=gének a kdpia-szam csokkentett
kromoszoma szakaszokon, nincs valtozas=gének a kromoszomaszam valtozasok altal nem
érintett genomi régiokban, Dupl=gének a duplikdlodott VII kromoszéméan, Dup2=gének a
duplikalédott  IX kromoszoman és Dup3=gének a duplikalodott XIII kromoszéman. A
kozépvonalak az atlagot, a hibasavok pedig az atlag koruli 95%-os konfidencia intervallumot

jelolik.

A két vizsgalt vonal génexpresszios mintazatat 0sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a
kopiaszdm valtozastol fliggetlen génexpresszios mintazatok korrelalnak — (Spearman
korrelécid, r = 0.54 p-érték < 10°°). Ezt figyelembe véve a tovabbiakban az expresszios
profilok metszetét vizsgaliuk, amelyben azokra a génekre 0Osszpontositottunk, melyek
mindkét vonalban hasonlé irdnyl valtozast mutattak. A két vonal esetén dsszesen 425
gen volt érintett, az 6shoz képest 168 gén indukalddott, 257 gen pedig represszalodott.
A gének funkcionalis kategoridkba sorolasakor azt tapasztaltuk, hogy a riboszomalis
RNS feldolgozas, a riboszoma biogenezis és az aminosav bioszintézis utvonal génjeinek

expresszids szintje emelkedett az evolicid sorédn (2. tablazat).
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riboszéma biogenesis

indukeid rRNS feldolgozas 62

1. evolliciés vonal riboszéma nagy alegység dsszeszerelés 18
elektrontranszport lanc 17

represszié glikogén bioszintézis 7

riboszoma biogenesis 25

rRNA feldolgozas 21

indukeio aminosav bioszintézis 11

4. evoluciés vonal

riboszéma nagy alegység 0sszeszerelés 6

oxidative stressvalasz 22

represszio
i glikogén bioszintézis 7

2. téblazat. Az evolvalt vonalakban expresszids valtozast mutaté gének funkcionalis
kategOridi. A funkcionalis feldusulas vizsgalatatahoz a FunSpec nevil, internetes feliileten
mikodo €lesztd klaszterez6t hasznaltuk (Robinson és mtsai., 2002).

5.6. Az adaptacio molekularis hatterének megismerése

5.6.1. A transzlaciés hibarata valtozasanak vizsgalata

A hibds fehérjek sejten bellli felnalmozodasa szdmos negativ kdvetkezmeénnyel jérhat.
A koltség csokkentésének egylk moédja a hibak eléfordulasi gyakorisaganak mérséklése
(Drummond és Wilke, 2009). Az altalunk vizsgalt misztranszlacios rendszerben ez azt
jelentené, hogy a szelekcid a transzlacios hibarata csokkentésére iranyulna. Ennek
tobbféle mddja létezik, torténhet akar a sejtek tRNS 0Osszetételének valtoztatasa, vagy

akar a tRNS-ek aminosavval toltésének befolyasolasa revén.

5.6.1.1. A transzlacios hibaratat befolyasoldé mutaciok azonositasa

Az evolvalt vonalak szekvenciainak elemzésekor muticiokat azonositottunk tRNS
transzkripcioban (RNS polimerdz 111), tRNS exportban (SOL1 [S000005317]) valamint
a tRNS mindségellenérz6 folyamataiban €és lebontasaban (TRF5 [S000005243])
szerepet jatsz6 génekben (Flggelék, 1. tablazat). Harom evollcios vonal esetén a
tRNSAcA™™ varidbilis hurkaban is torténtek mutaciok (15. &bra, 3. tablazat). A tRNS
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molekula varidbilis hurkan talalhatd harom G-C bazispar, mely a szeril-tRNS szintetaz
enzim felismeré helye, tovabba a 73., tgynevezett ,jmegkiilonbozteté” (discriminator)
pozici6ju guanin. Az azonositott muticidk akar a tRNS stabilitasat és sejten belli
ardnyat is megvaltoztathattak, valamint az emlitett tRNS aminosawal toltésének
folyamatat is modosithattdk. A bekovetkezd evollcios valtozasok eredménye pedig akar

a transzlaciés hibarata csokkenése is lehetett.

SZERIN
73
G
GC
Gu Variabilis kar
cG
AU c
AU Uu->G ~ 9.vonalC>G
cCG G G
- uA u®a (©)
u A & U ceGucc 5 u & ¢
G G GCAGG o
cce T U c o
G GGC u G g
G G
T Al AUUGGCCG /«@
AU G G T U
AU © U a_mutac:ék reszletesen’ @ U
GC @ u 6. vonal
AU C>G
u A
u A 10. vonal
u->cC
A g A
’

antikodon

15. &bra. A tRNSacA™*""-ben azonositott mutaciok. Harom evol(iciés vonalban (6. 9. és 10.
vonal) jelentek meg egymastdl fuggetlen mutaciok a tRNS variabilis karjan. Az abréan pirossal
jelolt elemek a szeril-RNS szintetaz felismerd helyei (G73 és a GC bazis parok a variabilis
karon). A molekulaszerkezet elorejelzéséhez a tRNAscan-SE analizist hasznaltuk (Schattner és
mtsai., 2005).

Evoliucioés vonal | Kromoszoma m Referencia m

6. evolvaltvonal IV 1305677
9. evolvaltvonal IV 1305685 C/C C/G
10. evolvaltvonal IV 1305678 c/T T/T

3. tablazat. A tRNScA*""-ben azonositott mutaciok
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5.6.1.2. A transzlaciés hibarata valtozasa az evollcid soran

A transzlaciés hibaratat potencialisan mddositd mutaciok azonositasa utan munkankat a
transzlaciés hibarata mérésével folytattuk. Célunk volt felderiteni, hogy hogyan és
milyen mértékben valtozott a hibds aminosav beépilések aranya a laboratoriumi
evolicié soran. A transzlacios hibarata mértekét a kordbban mar ismertetett [-
galaktozidaz enzim aktivitas méréssel hataroztuk meg (Paredes és mtsai., 2012).

Méréseink alapjan az evolvalt tRNAcac™"™"

-t expresszald vonalak az 6shoz képest kis
mértékben  ugyan, de statisztikailag  szignifikdnsan  (Mann-Whitney — U-teszt,

p-érték < 0,01/0,001) magasabb PB-galaktozidaz aktivitassal rendelkeztek (16. abra).
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16. abra. A transzlacios hibarata evollcioja. Az &bran vad tipusy, valamint tRNScac
expresszald 6si és evolvalt vonalakban mért B-galaktozidaz enzim aktivitds lathatd. A mért
enzim aktivitdsokat a vad tipusban mért enzim aktivitasra vonatkoztatva abrazoltuk, valamint
kontrollaltunk a telies P-galaktoziddz enzim fehérje mennyiségre is (Western blot-tal
meghatarozva). A hibasavok az atlag koruli 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik. **=
P<0,01, ***= P<0,001 (Mann-Whitney U teszt).
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Kontroll kisérletként az 8s és evolvalt vonalakban a tRNAcac™™-t hordozé plamidot
Ures vektorra cseréltik, ebben az esetben mindkét evollciés idépontba egyarant magas

enzimaktivitdst mértiink (17. abra).
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evolvalt vonalak

17. abra. B-galaktozidaz enzim aktivitas alacsony transzlacios hibarataju s és evolvalt

szerin

vonalakban. Az 6si és evolvalt vonalak tRNAcac™™ -t hordozd plazmidjat Ures vektorra

csereltik. Az igy létrehozott volanalakban mértiik a pB-galaktozidaz enzim aktivitdst, mely
értékeket a vad tipusban mért enzim aktivitdsra vonatkoztatva &brazoltuk, valamint
kontrollaltunk a telies B-galaktoziddz enzim fehérje mennyiségre is (Western blot-tal
meghatarozva). A hibasdvok az atlag koruli 95%-o0s konfidencia intervallumot jeldlik. *=
P<0,05, **= P<0,01 (Mann-Whitney U teszt).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a laboratoriumi evollcio soran kis mértékben
ugyan, de csokkent a transzlacios hibarata. Kontroll kisérletink pedig igazolta, hogy a

tRNAcAG™ jelenléte eldfeltétele a magas transzldcios hibaraténak.

5.6.1.3. A tRNAcacZ M expresszios szintéjének meghatarozasa

A transzlacios hibardta mérések ramutattak, hogy az evolicié soran kismértékben

ugyan, de csokkent a hibas ammosavak beépiilésének aranya. Ennek legvalosziniibb oka
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a kétértelmii kodoldsért felelds tRNAcac™ expresszidjanak csokkenése. Feltevéstink
igazolasaert Northern blot technika alkalmazasaval hataroztuk meg az Gsi és harom

evolvalt vonalban a tRNAcacZe™

expresszios szintjét, negativ kontrollként pedig Ures,
tRNAcac -t nem expresszald vad tipust alkalmaztunk.
Méréseink kimutattdk, hogy mind a harom vizsgalt evolvalt vonalban az 6si allapothoz

képest szignifikansan csokkent (két mintas t-proba, p-értek < 0,01) a mutans tRNS

szerin

expresszidja (18. &bra). Ezek alapjan feltételezzik, hogy a tRNAcac csokkend
expresszidja allhat a transzlacios hibarata csokkenésének hatterében.
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18. dbra. tRNAcac™"" expresszibja 6si és evolvalt vonalakban. tRNAcac™ ™" expresszidjat

kontroll tRNS (tRNAccc?"“") expressziés szintjghez viszonyftottuk, majd a kapott értékeket
Candida albicans SN148 torzsbhen mért expresszidés szintre vonatkoztatva abrazoltuk. A
hibasavok az atlag korili 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik. **= P<0,01 (Két mintas t-

proba).

5.6.2. A fehérjeszintézis rata mérése

Az ewvollciés wvonalak szekvenciainak vizsgalatakor a pontmutaciok és a nagy
kromoszoma atrendezddések szintjén is tobb, a riboszoma biogenezisben, a riboszoma
érésben, és a rRNS feldolgozasi folyamatban kozremikkodé gént érintd mutaciot
azonositottunk. A geénexpresszids mintdzatok elemzésekor pedig azt tapasztaltuk, hogy
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a riboszdma biogenezis, 0sszeszerelodés, és az aminosav bioszintézis génjeinck mRNS
szinte megemelkedett. A tovabbiakban azt terveztik vizsgalni, hogy a megfigyelt
valtozasok befolyasoljak-e a fehérjeszintézis mértékeét.
A fehérjeszintézis ratajanak mérését a szakirodalomban méar jol ismert [14C(U)]-L-
aminosav keveréket hasznald ,Pulse-labeling” modszerrel végeztik (Alamgir és mtsai.,
2008; Schwartz és Parker, 1999). A mddszer Knyege, hogy a vizsgalandé sejteket *4C
izotoppal jelolt aminosavakkal inkubaljak, a fehérjeszintézis ratajara pedig a lancokba
ujonnan beépiilt izotdoppal jelolt aminosavak mennyiségébdl lehet kovetkeztetni. A
fehérjeszintézis ratajanak mérését mind O6s, mind evolvalt genetikai hattéren elvégeztik.
Annak érdekében, hogy csak a mutaciok fehérjeszintézisre gyakorolt hatasat vizsgaljuk,
és a magas transzlacids hibarata altal okozott ndvekedési hatrany ne befolydsolja a
mérési eredményeket, a tRNScac?®"—t hordozé plazmidot res vektorra cseréltiik mind
az Gsi, mind az evolvalt vonalakban. fgy a kiilsnboz6 evoliicios idejii vonalak kozott
mért kulonbségek kizardlag az eltéré mutacios hattérbdl adodnak. Méréseink sordn az
evolvalt vonalakban az 6si allapothoz képest szignifikasan magasabb (kétmintas t-
préba, p-érték < 0,05/0,01/0,001) transzlacios ratat mutattunk Ki (19. abra).
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19. abra. A fehérjeszintézis rata evollcidja. Az 6si és evolvalt vonalak tRNAcag
hordozo plazmidjat tres vektorra cseréltiik. Az 6si és evolvalt vonalakban mértiik a radioaktivan
jelolt aminosavak beépilését, a kapott eértékeket az 6sben mért beépiilési aranyra vonatkoztatva
abrazoltuk. A hibasavok az atlag korili 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik. *= P<0,05
**= P<0,01 ***= P<0,001 (kétmintas t-proba).
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5.6.3. A proteaszoma aktivitas mérése

Az elobbiekben vizsgaltuk azt, hogy mi lehetett a transzlacios hibdk novekedési ratat
csokkenté hatasainak f6 komponense. Eredményeink azt mutattdk, hogy a magas
transzlaciés hibarata ndveli az aggregalodd fehérjek sejten bellli ardnyat. Azt is
vizsgaltuk, hogy az adaptacios folyamat alatt hogyan valtozik az aggregalodo fehérjék
aranya. Ennek alapjan kimutattuk, hogy az alkalmazkodas soran az evolvalt vonalakban
csokkent az aggregalodd fehérjék sejten beluli ardnya. Kozismert, hogy a sejtekben
keletkez6 fehérje aggregatumok lebontisat a proteaszoma végzi. Ennek ismeretében azt
kivantuk vizsgalni, hogy az evolicid soran tapasztalt csokkend fehérje aggregicios rata
milyen kapcsolatban all a proteaszomak aktivitasaval.

A tRNAcAc™ —t expresszalé evolciés vonalak genom szekvencidinak elemzése egy
erds parhuzamos evolicidés jelenségre iranyitotta a figyelmiinket. A vizsgalt vonalak
proteaszomalis lebontashoz kapcsolhaté gén (az UBP3 és az UBP5) koépiaszama
csokkent az evolucio soran. A megfigyelt mutdcidk a tovabbiakban az adaptacid és a
proteaszoma aktivitas Osszefliggéseinek vizsgalatara sarkalltak minket.

Az 8s ¢és evolvalt vonalak proteaszoma aktivitdsanak mérésére egy korabban mar leirt,
flourogén peptid szubsztrat alkalmazasan alapuldé mddszert valasztottunk (Demasi és
mtsai., 2003). Ezzel a modszerrel a 20S proteaszoma Kimotripszin-szerii aktivitasa

szerin

hatirozhatd meg. Vad tipust, valamint 6s és evolvalt tRNAcac —t expresszalo
vonalak exponencialis fazisi kulturajabol fehérje  kivonatot készitettink, és ezt
inkubaltuk a fluorogén szubsztratot (s-LLVY-MCA) tartalmazd reakcioeleggyel. A
proteaszOma enzimaktivitasaval aranyos mértékben bontja a szubsztrat molekulakat. A
keletkezett termék megfeleldé hullamhosszon (365 nm) megvilagitva fluoreszcens jelet
bocsat ki, melynek erdsségébol kovetkeztethetiink az enzimaktivitds mértékeére.

Az 06si és evolvalt magas transzlaciés hibaratiju vonalak proteaszéma aktivitdsat ilyen
modon osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy az Osh6z képest az evolicios vonalakban
1,4-2,8-szor magasabb proteaszomalis aktivitis volt mérhetd, ez a vonalak tobbségénél
statisztikailag szignifikans (kétmintas t-préba, p-érték < 0,05/0,01/0,001) emelkedést
jelentett (20. abra).
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20. &bra. A proteaszoma aktivitas valtozasa az evollcié alatt. A magas transzlacios
hibarataji ¢si és evolvalt vonalak proteaszémalis aktivitds értékeit vad tipust tRNAcac™™"" —t
nem expresszalo torzs aktivitdsara vonatkoztatva abrézoltuk. A hibasavok az atlag korili 95%-

os konfidencia intervallumot jeldlik. *=P<0,05 **= P<0,01 ***= P<0,001 (Kétmintas t-proba).

5.6.4. Az adaptéacio és a cikloheximid érzékenység kapcsolatanak vizsgélata

Kordbban megallapitottuk, hogy az evollciés koOpiaszam valtozas a vizsgalt vonalak
tobb mint 90%-aban érintette az UBP3 gént (5.6.3. fejezet). Ez a gén egy deubiquitinald
enzimet koédol, mely a proteaszomalis lebontdsra kijelolt fehérjékrol tavolitja el az
ubiqutineket, ezaltal novelve a sejtekben szabadon felhaszndlhaté  ubiquitinek
mennyiségét (Oling és misai., 2014). igy ha a génkopiaszam vesztés kovetkeztében
csokken az Ubp3p fehérje mennyisége, akkor ez a sejtek szabad ubiquitin készletének
csokkenésével jar, ezzel parhuzamosan pedig nd a proteaszomalis lebontasi Utra terelt
fehérjék aranya (Oling és mtsai, 2014). A szabad ubiquitin készlet nélkiilozhetetlen
olyan fehérjeszintézis gatld szerek, mint a cikloheximid melletti tGléléshez (Hanna és
mtsai., 2003). Az emlitett Osszefliggések alapjdn az evolalt vonalak fokozott
érz¢kenységét vartuk. Elméletiink tesztelésére Osi és evolvalt vonalak érzékenységét

vizsgaltuk 0.06 pg/ml koncentracioju cikloheximidet tartalmazo folyadék kultdraban.
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A vizsgélt feherjeszintézis gatld  szerrel szembeni érzékenységre a populaciok
novekedési ratajabol kovetkeztettiink, melyet optikai denzitas mérésen alapuld mddszer
segitségével hataroztuk meg. Annak érdekében, hogy a ndvekedési ratat ne befolyasolja
a magas transzlacios hibarata, és csak a genomi mutaciok érzékenyité hatasat
vizsgaliuk, a tRNScac™—t hordozd plazmidot iires vektorra cseréltik mind az &si,
mind az evolvlt vonalakban. Az igy Iétrehozott vonalakat vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a cikloheximid az evolicios vonalak novekedését az 6shoz képest szignifikansan
nagyobb mértékben gatolta (Mann-Whitney U teszt, p-érték < 0,05/0,01/0,001) (21.
abra), ez az evoldalt vonalak fokozottabb érzékenységére utal. Eredmeényeink igy
megfeleltek a csokkent Ubp3p és a cikloheximid érzékenység 0Osszefliggeseben

vartaknak.
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21. abra. Osi és evolvalt vonalak gétlasa cikloheximiddel. Az 6si és evolvalt vonalak
tRNAcac™"™t hordozé plazmidjat tres vektorra cseréltik. 0.06 pg/ml  cikloheximid
jelenlétében mértlik a wvonalak novekedési ratajat. A gatlas mértékét a stresszmentes
kornyezetben mért novekedési ratara normaliziltuk, és az értékeket a vad tipusban szamolt
értékére vonatkoztatva 4&brdzoltuk. A hibasdvok az é&tlag korlli 95%-o0s konfidencia
intervallumot jelolik. *=P<0,05 **= P<0,01 ***= P<0,001 (Kétmintas t-prdba)
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5.7. Az adaptacio mellékhatasainak azonositasa
5.7.1. Az életképesség vizsgalta tpanyag limitacid mellett

Vizsgalatainkkal az elozoekben kimutattuk, hogy a magas transzlacios hibaratahoz
torténd alkalmazkodas eredményeként az evolvalt vonalakban megemelkedett a
transzlacié és proteaszomalis fehérje lebontas rataja. Ismert, hogy ezen sejtfolyamatok
csak energia befektetés révén valosulhatnak meg, emelkedett szintjik ezért energetikai
értelemben még koltségesebb lehet a sejtek szamara. Tapanyagban szegeny kornyezeti
feltételek kozott ez a koltség tovabb ndhet, hiszen a sejtek nem képesek kielégiteni a
megndvekedett  energiaigényt, ami  igy  életképesség  csokkenéshez  vezethet.
Feltevéseink igazolasara 6si és evolvalt vonalak ratermettségét vizsgaltuk tapanyagban
szegény kornyezeti korilmények kozott. A populacidk novekedési ratajat felére
csokkentett  szénforrds  tartalmd  (SC-leucin+1%  glik6z), valamint negyedére
csokkentett aminosav tartalmi  (SC-leucin+0,25% aminosav  keverék) tapoldatban
mértik, optikai denzitds mérésen alapuld modszer segitségével. Azért, hogy a magas
transzlaciés hibaradta novekedésre gyakorolt hatasait melldzzik és csak a fokozott
energiaigény  tapanyagszegény  korlimények — melletti  hatdsait  vizsgalhassuk, a
tRNScac? ™™t hordozo plazmidot iires vektorra cseréltik mind az 6si, mind az evolvalt
vonalakban. Az igy létrehozott vonalak ndvekedési ratdjat szénforrasban szegény
kdrnyezetben mérve az evolvalt vonalak az Gshoz képest alacsonyabb ndvekedési ratat
mutattak (22. abra), ez a kulonbség egy vonal kivételével statisztikailag szignifik&ns is
volt (Mann-Whitney U-teszt, p-éerték < 0,05/0,01/0,001).
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22. &bra. Osi és evolvalt vonalak rate rmettsége szénforrasban szegény kérnye zeti feltételek
mellett. Az &si és evolvalt vonalak tRNAcas™""-t hordozé plazmidjat tires vektorra cseréltik.
A szénforrasban szegény feltételek kozott mért novekedési ratakat az 6s nOvekedési ratajara
vonatkoztatva abrazoltuk. A hibasavok az atlag korili 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik.
*=P<0,05 **= P<0,01 ***= P<0,001 (Mann-Whitney U teszt)

Aminosavban szegény korlimények kozott is mértiik az Gsi és evolvalt vonalak
nbvekedési ratdjat. Eredményeink alapjan az evolvalt vonalak az 6shoz képest
novekedési hatrdnyba keriltek aminosav szegeny kornyezetben (23. &bra). Az evolvalt
vonalak tObbségében ez a hatrany szignifikdns mértékii volt (Mann-Whitney U-teszt, p-
érték < 0,05/0,01/0,001).
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23. dbra. Osi és evolvalt vonalak réate rmettsége aminosavban szegény kérnyezeti feltételek

szerin

mellett. Az 6si és evolvalt vonalak tRNAcag™ -t hordozd plazmidjat dres vektorra cseréltik.

A aminosavban szegény feltételek kdzott mért ndvekedési ratakat az 8s novekedési ratajara
vonatkoztatva dbrazoltuk. A hibasavok az atlag korili 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik.
*= P<0,05 **= P<0,01 ***= P<0,001 (Mann-Whitney U teszt)

A fenti mérési eredményeink tehat igazoltdk, hogy a felgyorsult transzlaci6 és az
emelkedett lebontasi rata fokozott energiaigénye tapanyagszegény kornyezetben a sejtek

ratermettsegének csdkkenését vonja maga utan.

5.7.2. A glukéz felvétel mérése

Az adaptici6 altalunk megismert mechanizmusai, a novekvd transzlacios és lebontasi
rata fokozott energia igénnyel rendelkezé folyamatok. Ez az energetikai koltség egy
Ujabb szelekcios nyomasként jelentkezhetett az evolicié soran, hiszen ahhoz, hogy a
sejtek megtarthassak életképességiket, alkalmazkodniuk kellett a megvaltozott belsé
koriiményekhez. A tovabbiakban azt kivantuk felderiteni, hogy milyen evollcios
megoldas tette lehetévé a sejtekben novekvé energiaigény  Kielégitését. Ennek

érdekében vizsgaltuk, hogy az alkalmazkodasi periddus alatt novelték-e a sejtek a
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kornyezetb6l felvett cukor mennyiségét. A sejtek altal felvett glikdz mennyiségét egy
kdzvetett mddszer segitségével hataroztuk meg, mely soran a tapoldat glik6z tartalmat
mértuk (Torres és mtsai., 2007). A Kisérletek elvégzéséhez az Gsi és evolvalt
vonalakban a tRNScac?""-t hordozd plazmidot Gres vektorra cseréltik, hogy kizarélag
az evoliciés valtozasok glukéz felvételre gyakorolt hatdsat vizsgalhassuk. Erre azért
volt szikség, mert a magas transzlaciés hibarata 6nmagaban csokkenti a novekedési
ratat, és igy a glikoz felvételt is befolyasolja.

Az 0Os ¢és evolvalt populaciokat tapoldatban ndvesztettik, mikdzben ndvekedésiiket
nyomon kovettik, és enzimatikus mddszerrel mértik a tapoldatbdl fogyd glikdz
mennyiségét. Eredményeink azt mutattdk, hogy az Gsi populaciohoz képest az evolvalt
vonalak tobb gluk6z molekulat vettek fel sejtenként (24. abra). Az evolvalt vonalak
tobbségénél szignifikansan magasabb (kétmintds t-proba, p-érték< 0,05/0,01/0,001)

glikdéz fehételi ratat mértink.
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24. &bra. A glukdz felvétel mértéke 6si és evolvalt vonalakban. A glikéz felvétel méréséhez

szerin

az 6si és evolvalt vonalak tRNAcag™™ -t hordozo plazmidjat Ures vektorra cseréltik. A mért
glikoz felvételi értékeket az Gsben mért értékre vontakoztatva abrazoltuk. A hibasavok az atlag
korali 95%-0s konfidencia intervallumot jeldlik. *= P<0,05 **= P<0,01 ***= P<0,001

(Kétmintas t-proba).

76



5.7.3. A kronoldgiai élettartam mérése

Mint minden adapticiés folyamat, igy a magas transzlaciés hibaratdhoz torténd
alkalmazkodas is koltség-haszon elvek mentén valosulhatott meg. Az evolvalt vonalak
képess¢ valtak a transzlacios hibdk altal okozott karok mérséklésére egyéb, kiilsd
stresszt6l  mentes  kornyezetben.  Feltételezéseink  szerint  az  alkalmazkodasi
folyamatoknak mellékhatasa is létezik, mely jelentheti azt, hogy az evolvalt vonalak
bizonyos ¢lettani sajatsagaikban alulmiljadk az Osi populaciot. Figyelmiinket ezutdn az
adaptacios mellékhatasok felderitésére iranyitottuk.

Hiteles kronoldgiai élettartam mérési modszerrel (Fabrizio és mtsai., 2010) vizsgaltuk
6si és evolvalt vonalak élettartamat teljes tapanyag megvonas mellett. Azért, hogy az
adaptacié élettartamra gyakorolt hatasat kozvetlenul vizsgalhassuk, a kiilonbozo
evolicids idejli magas transzldcids hibaratdji  vonalak tRNScac™"-t expresszald
vektorjat Ures plazmidra cseréltik. Az igy létrehozott torzseket tapanyag mentes
kdzegben, steril vizben tartottuk, és az él6 sejtszamot id6r6l idore agar lemezre torténd
szélesztéssel meghataroztuk, igy kovettik nyomon a kultirak Oregedéset. A populaciok
¢lo sejtszamanak csOkkenését vizsgalva megallapitottuk, hogy a 11 evolvalt vonalbdl 8
az O6shoz képest gyorsabban oOregedett (25. &bra). Az evolicid sordn csokkent a

populaciék kronoldgiai élettartama, ami az adaptacié mellékhatasaként értelmezhetd.
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25. abra. Osi és evoltalt vonalak tilélése teljes tapanyag megvonas mellett.

5.7.4. A ribofagia mértékének meghatarozasa

Az elézéekben az evoliciés vonalak tobbségénél a kronoldgiai élettartam csokkenését
figyeltik meg, melyet az adaptacio melléktermékeként azonositottunk. A tovabbiakban
olyan maddszert kerestiink, mellyel a magas transzlacios hibaratahoz vald adaptéacié és a
mellékhatasként megjelent gyorsabb dregedés kdzotti kapcsolatokat feltarhatja.
Ismert, hogy tapanyagban szegény kornyezeti feltételek kozott az érett riboszomak
autofagia révén szelektiv lebontasra kerilnek (Kraft és mtsai., 2008). A transzlacio
jelentés energetikai koltsége miatt a sejtek igy szabalyozzdk a sziksegleteiknek
megfeleld riboszomdk mennyiséget. Ezt a jelenséget ribofagianak nevezik (Korolchuk
és mtsai,, 2010; Kraft és mtsai., 2008). A ribofagidhoz nelkiilbzhetetlen az UBP3 gén
expresszidja (Kraft és mtsai., 2008), igy feltételeztik, hogy az evolvalt vonalakban
megfigyelt UBP3 kdpiaszam csokkenés befolydsolta az érett riboszomék lebontasat. A
ribofagia mértékének  szamszeriisitéséhez egy szakirodalomban jol dokumentalt,
floureszcens mikroszképiat hasznalo modszert valasztottunk (Kraft és mtsai., 2008).
A modszer segitségével egy fluoreszcensen jelolt riboszomélis fehérje (Rpl25p-GFP)
sejten beliili eloszlasa kovethetd tapanyagban gazdag-, illetve szegény kortimények
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kozott. A jel sejten belili eloszlisa a miikodd, illetve mar alegységeire bontott
riboszomék aranyardl ad informéciot. Ha a kornyezet tapanyagban gazdag, akkor a
riporter fehérje egyenletesen oszlik el a sejtekben, jelezve, hogy hol vannak a mikodo
riboszomak. Ha azonban a sejtek tapanyagban szegény kornyezetbe kerilnek, a
vakuélumban halmozddnak fel a fluoreszcensen jelolt fehérjék, ezzel jelezve, hogy az
érett riboszomak lebontasa folyamatban van (Kraft és mtsai., 2008).

A maddszer segitségével tapanyagszegény korilmények kozott kovettik az Rpl25p-GFP

lokalizaciojat tRNScac™*™

—t expresszalo Osi és evolvalt vonalakban. Eredményeink azt
mutattak, hogy az 6shoz képest mind a 11 evolvalt vonalban szignifikansan (Mann-
Whitney U teszt, p-érték < 0,05/0,001) csokkent a vakudlumban talalhaté riporter

fehérjék mennyisége (26. és 27. dbra).

M agas transzlacios 1. evolvalt vonal 4. evolvalt vonal 10. evolvalt vonal
hibarataji 6s

26. abra. A fluoreszcens Rpl25p-GFP eloszlasa magas transzlaciés hibarataju 6si és
evolvalt vonalakban.
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27. &bra. Vakudlum specifikus fluoreszcens jel aranya magas transzlaciés hibarataju dsi és
evolvalt vonalakban. A hibasavok az atlag korili 95%-o0s konfidencia intervallumot jelolik.

***= P<0,001 (Mann-Whitney U teszt)

A kapott mintazat alapjan az latszik, hogy mind a 11 evolvalt vonalban csokkent a
ribofagia mértéke, azonban ez csak 10 vonal esetén magyardzhaté az UBP3 gén
alacsonyabb kopiaszamaval, hiszen a 7. evolicios vonalban nem volt megfigyelheté ez
a mutaci6. A 7. vonalban mért vakuolaris riporter lokalizacié arany a tobbi evolicios
vonallal @sszevetetve szignifikdns kulonbséget mutatott (Mann-Whitney U teszt, p-értek
<0,05).

80



6. Az eredmények megvitatasa

A transzlaciés hibdk ugyan valtozatos mdodon kérosithatjdk a normalis életfolyamatokat,
azonban a sejtek az életképességet csokkenté hatdsok egy részét képesek tompitani.
Jelen dolgozat témajaul szolgald munka soran elsésorban a karos hatasokra

6sszpontositottunk.

Munkank soran az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

1. Saccharomyces cerevisiae sejtekben laboratoriumi evolicié soran mérsékelheté-e a
mesterségesen megemelt transzlacios hibarata okozta ratermettség csokkenés?

2. A transzlaciés hibak okozta ratermettség csokkenés hatterében milyen okok
allhatnak?

3. Milyen genetikai és sejtélettani valtozdsok teszik lehet6vé az emelkedett
transzlaciés hibaratdval szembeni alkalmazkodést?

4. Az emelkedett transzlaciés hibaratdval szembeni alkalmazkodassal parhuzamosan

milyen evollciés mellékhatdsok azonosithatok?

6.1. A magas transzlacios hibarata okozta ratermettség csokkenés laboratoriumi

evolucio alatt gyorsan kompenzalhato

A transzlaciés hibak ratermettségre gyakorolt hatasainak vizsgalatdhoz egy korabban,
létrehozott Saccharomyces cerevisiae alapi modellt hasznaltunk (Santos €és mtsai.,
1996, 1999). Candida albicans tRNScac™™ génjének egyszeres képiaszamu
plazmidrol  torténd  expresszidjaval  diploid pékélesztd  sejtekben  mesterségesen
megemeltik a transzlaciés hibaratdt. Az Uj mutans tRNS expresszidjaval a CUG
poziciokba az eredeti leucin mellett szerin beéplilése is lehetségessé valt, ezzel a CUG
kodonok kétértelmii meghatarozasat idéztik eld. Korabbi tomegspektrometriai mérések

szerin

alapjan a Candida tRNScac expresszioja pékélesztében a CUG poziciok 1,4%-ban
eredményezett hibas szerin beépulést, igy az alkalmazott genetikai konstrukcioval akar
1400-szoroséra emelheté a transzlaciés hibarata (Stansfield és mitsai, 1998). Kisérleti
modellinket vizsgalva B-galaktoziddz enzim aktiviths meressel igazoltuk, hogy a
Candida albicans tRNScac™®™ génjének pékélesztdben torténd kifejeztetése a vad

tipushoz képest szignifikdns mértékben emeli a transzlaciés hibaratat (7. abra).
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A tRNScac?™M-t expresszald magas hibarataju torzs novekedési ratajat vad tips
torzshtz viszonyitva azt tapasztaltuk, hogy a magas transzlacios hibarata 40%-0s
ratermettség csokkentést okozott (8. abra els6 két oszlop). Ezt kovetben egy
megkdzelitdleg 250 generacidig tartd laboratorumi evoluciot végeztiink 11 alacsony és
11 magas transzlaciés hibarataju vonallal Az evoliciot kdvetden megallapitottuk, hogy
a kezdeti novekedési ratahoz képest mind a 11 péarhuzamosan evolvalt vonalban
szignifiknsan, 13,3%-51,7% kozotti mértékben emelkedett a novekedési rata (8. abra).
Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a magas transzlacios hibarata okozta
kezdeti ratermettség csokkenés mar egy viszonylag rovid idejii alkalmazkodasi periodus
alatt is részben kompenzalhaté. Tobb fliggetlen bizonyiték is alatdmasztja, hogy a
tapasztalt ratermettség ndvekedés valdoban a magas transzlacidés hibaratdhoz valo

alkalmazkodas eredménye:

1. Az ewvolicios Kkisérletben részt vevd vad tipusu, alacsony hibarataji vonalak
nbvekedési ratdja minddssze 3,7%-kal emelkedett (9. abra). Ez azt jelzi, hogy a
tapoldathoz val6 alkalmazkodas elhanyagolhatd mértékben jatszik csak szerepet
az adaptacios folyamatokban.

2. A magas transzlaciés hibarataért felelds tRNScac?e™"

—t hordozé plazmidok
szekvencidja valtozatlln maradt az evolicid sordn (10. A&brén illusztralva:
tRNAcac™ gén szekvencidi), ez azt igazolja, hogy az evolicid soran tapasztalt
ratermettség ndvekedés nem a vektoron megjelend inaktivald muticiok
eredmeénye.

3. A magas transzlaciés hibarata mellett evolvalodott vonalakban a tRNScag™e™ —t

hordoz6 plazmidokat (res vektorra cseréltik, az igy [|étrehozott vonalak

tobbségénél az alacsony transzlaciés hibarataju 6shoz képest szgnifikansan
alacsonyabb novekedési ratdt mértink (11. &bra). Ez alapjan megéllapitottuk,
hogy a letrejott evolicidés adaptacios mechanizmusok csak a magas transzlacios
hibarata jelenléte mellett elonyosek, egyéb koriimények kozott negativan

befolyasoljak a ratermettseget.

82



srer

6.2. A magas transzlacios hibarata elsésorban a fehérjék aggregaciojan keresztiil
okoz ratermettség csokkenést

A magas transzlacios hibarata ratermettség csokkent6 hatasa a fehérjék hibas
feltekeredése, Osszecsapddasa, és a létrejott fehérje-aggregatumok sejtkarositd hatasa
réven is megvaldsulhat (Drummond és Wilke, 2009). Ez az elmélet mar kiserleti Uton is
bizonyitdst nyert, miszerint tRNScac™  expresszibja élesztében  proteotoxikus
stresszhez, és az ehhez tartozd valaszreakciok kivaltasahoz vezet (Paredes és misai.,
2012). Ezek tekintetében kivantuk felderiteni a transzlacios hibarata és a fehérje
aggregacidé kapcsolatat. Egy fluoreszcens, aggregaciora hajlamos riporter fehérje (VHL-
mCherry) sejteken belili eloszlasat vizsgalva kovetkeztettink a fehérje aggregacio
mértékének laboratériumi evollcio alatti valtozasara. Méréseink alapjan elmondhato,
hogy az 06si allapotban a magas transzlaciés hibarata szignifikdnsan ndvelte a fehérje
aggregacid mértékét, az evoliciot kdvetden azonban mind a 11 evolicids vonalban az
aggregacio meértékének szignifikdns csokkenése wvolt megfigyelhetd (12. &bra). Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy az evolicio elsésorban a fehérje aggregacié csokkentésére
iranyult. A fehérje egyensily fenntartdsa valoban nélkulozhetetlen a sejtek tlélésének
szempontjdbol (Hartl és mtsai.,, 2011). A képzodott hibas fehérjék megfeleld
konformacioba segitése vagy lebontasa a dajkafehérjek és a proteaszoma egyittes
mikodése révén valosul meg (Powers és Balch, 2013). Ha ezek a minGségellen6rzd
rendszerek tllterheltek, az a hibas fehérjék felnalmozddasahoz és aggregalédasahoz
vezethet (Hipp és mtsai., 2014).

Az evoliciés vonalakban megfigyelt nagy kiterjedésii részleges ¢€s telies kromoszoéma
duplikdcidk (1. tablazat) akar a fehérje aggregacids rata novekedését is okozhatnak,
hiszen ezekrél a genomi régiokrol nagyobb mennyiségben termelodd fehérjék a
transzlacios minGségellenérzé rendszerek thlterhelését eredményezhetik (Oromendia és
mtsai.,, 2012). A novekvd mértékii fehérje aggregacid pedig negativan befolydsolna az
életképességet. Korabbi kutatasok azonban kimutattdk, hogy az UBP6 deubiquitinald
enzim génjében bekovetkezett inaktivalo mutaciok novelik az aneuploid éleszté torzsek
(olyan haploid torzsek, melyek bizonyos kromoszomék tekintetében diploidok)
életképességét a mutaciot nem hordozé aneuploid torzsekhez képest (Torres és mtsai.,
2010). Torres és munkatéarsai feltételezik, hogy megfigyelt kompenzald hatas hétterében
a mutdciok kovetkeztében emelkedé proteszomélis lebontasi aktivitas allhat (Torres és

mtsai.,, 2010). Ennek tiikrében valosziniisitjik, hogy az evoliuciés vonalakban a
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deubiquitindz enzim gének (UBP3 és UBP6) cstkkent kdpiaszama, valamint az ezzel
parhuzamosan megfigyel emelkedett fehérje-lebontasi aktivitas egylttesen segitettek
csokkenteni a fehérje aggregacios rata mértékét, ezzel megakadalyozva a
mindségellenérzd rendszerek tultelitddését és az ezzel jard életképesség csokkenést.
Emellett a reszleges duplik&ciok a riboszomalis genek kdpiaszdm novelése révén a
transzlacié felgyorsitasaban vesznek részt, ezért hatasuk evolicios szempontbdl inkabb

elonyosnek, mint hatrdnyosnak tekinthetd.

6.3. A magas transzlcios hibaratahoz valé alkalmazkodas kialakuldsa

laboratoriumi kérulmények kozott

A transzlacios hibdkkal szemben kialakult védekezd mechanizmusoknak két fajtaja
ismert: az egyik csoportba a hibdk megjelenési aranyanak csokkentésére iranyuld, mig a
masik csoportba a mar meglévd hibdk altal okozott kéaros hatdsok mérséklését célzo
folyamatok tartoznak (Drummond és Wilke, 2008). Funkciondlis genomikai és
biokémiai modszereket alkalmaztunk annak eldontésére, hogy pékélesztében a
mesterségesen megemelt transzlaciés hibaratdhoz torténd alkalmazkodds a hibarata
csokkentése, a hibdk altal okozott ké&ros hatasok mérséklése, esetleg mindkettd révén

valésult-e meg.

6.4. Az adaptacios folyamatokban a transzlacios hibarata csdokkentése csak Kisebb

mertékben jatszik szerepet

A magas transzlaciés hibaratdhoz torténd evoliciés alkalmazkodds egylkk modja a
transzlacidés hibak megjelenési aranyanak csokkentése (Drummond és Wilke, 2009). Az
evoliciés vonalak genomszekvenciainak —vizsgalatakor azonositottunk olyan mutaciokat
(tRNS transzkripcidban, tRNS exportban, tRNS mindségellenérzésben- €és lebontasban
fontos génekben, valamint a tRNSaca™™ génben) (Fiiggelék, 1. tablézat), melyek a
tRNS stabilitisnak-, sejten beluli aranyanak-, és aminosawal valo toltésének
megvaltoztatdsan keresztll akadr a transzlaciés hibaratat is csokkenthették . Biokémiai
teszt (B-galaktoziddz enzim modszer) segitségével megallapitottuk, hogy az evolicio

szerin

soran kis mértékben ugyan, de csokkent a tRNScac™™ -t expresszaldo vonalakban a
transzlacios hibarata mértéke (16. dbra). A transzlacios hibarataért felelds tRNScac™™

expresszidjat harom Kivalasztott evolvalt wvonalban megmérve a mutdns tRNS
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expresszidjanak  szignifikdns csokkenését tapasztaltuk (18. &bra). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a tapasztalt hibarata csokkenés hatterében a tRNScac?™
expresszidjanak csokkenése is allhat. Fontos azonban Kijelenteni, hogy sem a
transzlaciés hibarata, sem a mutans tRNS expresszidjanak csdkkenése nem volt olyan

mértékil, hogy ezt tekinthessiik az adaptacido {6 mechanizmusanak.

6.5. A transzlacios hibakkal szembeni toleranciat az evolucié alatt felgyorsuld

fehérje korforgas biztositja

A sejtek evoliciésan kifejleszthetnek védekezd mechanizmusokat a gyakran megjelend
transzlaciés hibdk karos hatasainak mérséklésére. Ilyenkor nem a hibdk megjelenési
aranya, csupan a rendszer karokkal szembeni érzékenysége csokken (Drummond és
Wilke, 2009), ezzel a robusztussaga emelkedik. Munkénkban a funkcionalis genomika
és a biokémia eszkozeit egyesitve vizsgaltuk, hogy a rendszer laboratoriumi evolicio
alatt Kialakult robusztussaga all-e a mestersegesen megemelt transzlacids hibaratahoz
torténo alkalmazkodas hatterében.

Biokémiai mddszerek segitségével kimutattuk, hogy a magas transzlaciés hibarataju
vonalakban az evolicié soran szignifikdnsan emelkedett a transzlacios rata (19. abra) és
a proteaszomalis degradacio mértéke is (20. abra). A transzlaciés rata emelkedését
radiaoktivan jelolt aminosavak beépllési aranyanak mérésével hataroztuk meg, a
proteaszomalis lebontas emelkedését pedig s-LLVY-MCA fluorogén szubsztratot
alkalmazva mutattuk Ki.

A felépitd ¢és lebontd folyamatok szintjének emelkedésével gyorsul a fehérjék
korforgasa (Ryazanov és Nefsky, 2002). Méréseink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
transzlaciés hibdkkal szembeni robusztussagot az ewvolicid alatt felgyorsuld fehérje
korforgas biztositotta. Ezt a megallapitast korabbi vizsgalatok is alatamasztjak,
miszerint a gyorsabban képzddd ¢és lebontddd, azaz rovidebb fel-életideji fehérjék
kisebb eséllyel vesznek fel rossz teérszerkezetet, mint a hosszabb fél-életidejii fehérjék
(De Baets és mtsai., 2011). Tekintettel arra, hogy kisérletinkben az evolicid els6sorban
a fehérje aggregacid csokkentésére iranyult, a fehérje korforgas felgyorsitasa megfeleld
evoliciés eszkoznek bizonyult. A transzlacios és lebontasi rata emelkedésével lehetGség
nyilt arra, hogy a rossz térszerkezeti, ezért aggregalodd fehérjék sejten belili aranya
csokkenjen a fehérjetermelés folytonossdga mellett, ezaltal biztositva a sejtek
mitkkodéséhez szikséges effektiv fehérjetartalmat.
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A fehérje aggregacid csokkentése dajkafehérjék kozremikodése révén az egyedi fehérje
molekuldk feltekeredésenek hatékonyabba tételevel is megvalosulhatott volna. Az
evolvalt vonalak genomszekvenciainak vizsgalatakor azonban nem azonositottunk
mutacidkat a dajkafehérjék génjeiben (Flggelék, 1. tablazat), tovabba a génexpresszios
valtozasok (2. tablazat) sem utaltak arra, hogy a feltekeredés hatékonysaganak novelése
kovetkezett volna be . Tekintettel arra, hogy élesztében a CUG pozciok jelentds része a
fehérjék belsejében, konzervalt helyeken talalhaté (Rocha és mtsai., 2011), és az ezeket
a pozcidkat érintd kettds kodolas két kémiailag kiilonboz6 aminosav beéplilését teszi
lehetdvé, a misztranszlacid olyan stlyos térszerkezetbeli valtozasokat eredményezhet,
melyek Kkijavitdsara a dajkafehérjék rendszere mar nem elegend6. Ennek tukrében a
dajkafehérje-rendszert érintd mutaciok kevés elénnyel jarninak, ez pedig magyarazhatja
az ilyen tipusu mutaciok hianyadt az evollcios vonalakban. Eredményeink alapjan
valosziniisitjik, hogy az aggregalodd fehérjék eltavolitasa evollcidsan hatékonyabb
modszer, mint az egyes térszerkezeti hibak helyrehozasa.

Megfigyeléseink szerint a magas transzlacios hibaratdhoz vald alkalmazkodas nagy
genomi atrendezOdéseket indukalt az evolvalt vonalakban (1. tablazat). Ez nem egyedi
jelenség, a misztranszlacié genom szerkezetre gyakorolt hatasairdl kordbbi tanulmanyok
is beszamoltak méar (Bezerra és mitsai, 2013). Az altalunk megfigyelt mutacios
események egymastol fliggetlen, ismétlodé megjelenése és életképességre gyakorolt
elonyos hatasai nem lehetnek véletlenszertiek (Chen és mitsai., 2012; Sheltzer és Amon,
2011; Tang és Amon, 2013), ez pedig az adaptiv evollicioban betoltdtt szerepiket
valosziniisiti. Egész  kromoszoma szegmensek duplikaciojval elérhetové valt teljes
fehérje  komplexeket kddolo gének, illetve akar alrendszerek génjeinek kopiaszam
emelése. A riboszéma biogenezisben, Osszeszerelésben, és az RNS feldolgozasban részt
vevd gének kopiaszamanak egyittes emelkedése biztosithatta a genetikai hatterét a
felgyorsuld fehérjeszintézisnek.

Az evolvalt vonalak tobb mint 90%-aban megfigyeltik két, deubiquitindcidban szerepet
jatsz6 enzim koépiaszdm csokkenését (1. tablazat). Ezek az enzimek a proteaszomélis
lebontasra Kijelolt fehérjékrol tavolitidk el az ubiquitin molekulakat, ezaltal teritve el
oket a lebontasi utrél (Oling és mitsai, 2014). A részleges kromoszoma delécio
kovetkeztében csokkend enzim mennyiség novelheti a proteaszoOmalis lebontasi Utra
terelt fehérjék aranyat (Oling és mtsai., 2014). Ez a jelenség magyarazhatja, hogy miért
lattunk emelkedést az evolvalt vonalak proteaszomélis lebontasi ratajaban. Osszegezve,

a megfigyelt nagy kromoszomalis atrendezOdések biztosithattdk a felgyorsult fehérje
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korforgas genetikai hatterét, és ezzel a transzlaciés hibakkal szembeni robusztussag
kialakuldsat. Elmeletinket bizonyitja, hogy mas kutatocsoportok is Kimutattdk maér,
hogy a nagy kromoszOmélis atrendezbdések segitik a mikrobak kornyezeti stresszhez
valé alkalmazkodasat (Rancati és mtsai., 2008; Selmecki és mtsai, 2009; Yona és
mtsai., 2012). Erdekesség, hogy tobb evoliciés vonalban  azonositottunk
funkcidvesztéssel jarO mutaciokat egy hiszton gének atirdsat szabalyozd fehérjében
(HIR2 [S000005564]) (Flggelék, 1. tablazat). Ennek inaktivacidja gatolja a
heterokromatin  terjedéséhez kothetd  géncsendesitést ¢€és noveli a  kromoszoma
instabilitast (Kaufman és mtsai., 1998; Sharp és mtsai., 2002). Annak felderitésére,
hogy a megfigyelt HIR2 mutacioknak van-e kozik a viszonylag nagyszamd
kromoszoma  atrendez0dési esemény megjelenéséhez, tovabbi vizsgdlatokra van
szilkség.

Az evolvélt vonalak szekvencidinak vizsgalata alapjan a CTG bazisharmasok vad tipusi
szekvenciat mutattak. A mutdciok hianya nem feltétlen meglep6, hiszen a
misztranszlacid parhuzamosan tobb ezer kodont érinthet, ezek Kkulon-kilon viszont
viszonylag kis mértéekben jarulnak hozza az életképesség valtozasahoz. Az altalunk
alkalmazott szelekcios nyomas erdssége és a rendelkezésre alld rovid alkalmazkodasi
id6 az egyes CTG kodonok transzlacios hibaratajanak csokkentése helyett egy joval
altaldnosabb evollcios megoldas kifejlesztését indokolta.

A genomon megfigyelt mutaciok vizsgalatan  felil érdemesnek tartottuk  azok
génexpresszidra gyakorolt hatasainak vizsgalatat is. Két jellemz6 mutaciés mintazattal
rendelkezd evolucids vonalban vizsgaltuk a kromoszoma atrendezddések 4altal nem
érintett gének expresszios szintjet. A gének funkciondlis kategoridkba sorolasakor azt
tapasztaltuk, hogy az evolicid soran a riboszoméalis RNS feldolgozas, a riboszoma
biogenezis és az aminosav bioszintézis Utvonal génjeinek expresszios szintje emelkedett
meg (2. t&blazat). Ezek az eredmények azt valoszinisitik, hogy a kromoszoma
atrendez0dések mellett génexpresszios valtozasok is eldsegithették a magas transzlacios
hibaratdhoz vald alkalmazkodast, a fehérjeszintézis ratajanak emelésén keresztil.

A pontos mechanizmusok, melyek lehetévé tették a riboszomalis gének indukcidjat az
evolvalt vonalakban, nem ismertek. Fontos azonban megjegyezni, hogy a riboszomélis
fehérjeket kodold gének szabdlyozdsa Osszehangoltan zajlk, melynek egyk
iranyitéja az IHF1 transzkripcios faktor (S000004213) (Rudra és mtsai, 2005). Az
IHF1 génje a XIlI kromoszoman talalhatd, mely az evollicioés vonalak tobbségében teljes
duplikécion esett at (1. tablazat), ezzel pedig a transzkripcios faktor génkopiaszama is
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emelkedett. Lehetséges, hogy az IHF1 dozsban bekovetkezé valtozas kdvetkezménye a

riboszomalis gének indukcioja.

6.6. A transzlaciés hibakkal szembeni robusztussag kialakuldsdnak mellékterméke

a sejtek megndvekedett energiaigénye

Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy az evolalt vonalak transzlacios hibakkal szembeni
robusztussagat a felgyorsuld fehérje korforgas biztositja. A transzlacio és a fehérje
lebontds emelkedett szintje fokozott energetikai Kkoltséget jelent a sejtek szamara.
Tapanyagban szegény kornyezeti feltételek kozott ez a koltség tovabb nodhet, hiszen a
sejtek nem képesek Kielégiteni a megndvekedett energiaigényt, ami igy életképesseg
csokkenéshez  vezethet.  Eredményeink  igazoltak, hogy az evolvalt vonalak
életképessége  tapanyagban szegény kornyezetben, korlatozott szénforras illetve
aminosav ellatottsdg mellett csokkent (22. és 23. abra). Ezek alapjan megallapithatd,
hogy az adaptaciot biztosito felgyorsult fehérje korforgds mellékhatasaként valoban
olyan mértékii energetikai koltség keletkezik, ami tapanyagban szegény kornyezeti
feltételek mellett nem elégithetd ki

A felgyorsult fehérje korforgas energiaigényének fedezése egy Ujabb szelekcios
nyomast jelentett a sejtek szamara, hiszen ahhoz, hogy megtarthassak életképessegliket,
alkalmazkodniuk  kellett a megvaltozott belsé koriilményekhez. Vizsgalatainkkal
kimutattuk, hogy az evolvalt vonalak az evolicid soran novelték a kornyezetbdl felvett
glikdz mennyiségét (24. &bra). A glikoz felvételi rata emelkedésének héatterében tobb
mutacio is azonosithatd. A 11 evoldlt vonalbdl 9 wvonalban duplikalodott a 1V
kromoszoma 540 kb hossz( szakasza. Ebben a régiéban harom, hex6z transzportban
felelés gén is talalhato, a HXT3 [S000002753], HXT6 [S000002751], és HXT7
[S000002750], melyek kdpiaszama a duplikacio kdvetkeztében emelkedett (1. tablazat).
Korlatozott glikkoz ellatottsagi viszonyok kozott korabban is megfigyelt€k mar ¢€lesztd
populécidkban a IV kromoszoma ezen régiojanak kopiaszdm emelkedését (Brown és
mtsai.,, 1998; Dunham és mtsai, 2002), ez pedig aldtamasztia az evolicios vonalak
novekvd szénforras igényére tett feltételezéseinket. Hét evolvalt vonal esetén tovabbi
mutaciokat is azonositottunk egy glikoz éhezést érzékeld membran fehérjében (MTL1
[S000003255]) (Flggelek, 1. tablazat). A biokémiai és funkciondlis genomikai
vizsgalatok eredményei egybehangzéan sugalljak, hogy az evolvalt vonalaknak tébb

szénforrdsra van szikségik a normélis sejtmitkodés fenntartasahoz. Természetesen a
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felvett glik6z nem csak mint energia, hanem mmnt épitdelem is hasznosulhat a
sejtosztddas soran. Vizsgalataink nem terjedtek ki arra, hogy a felett glikozt mely
folyamatokban és milyen formaban hasznosul, feltételezéseink szerint azonban legalabb
részben a felgyorsult fehérje korforgas energiaigényének fedezésére forditddik.

Kordbban mér megéllapitottuk, hogy az adapticio mellékhatdsaként az evolicids
vonalak Kkorlatozott tapanyag ellatottsdg mellett csokkent ratermettséget mutatnak
(22. és 23. abra). Tovabbi adaptacios mellékhatasok felderitésének érdekében
megvizsgaltuk, hogyan viselkednek az evolvalt vonalak teljes éhezési kortlmenyek
mellett. A kronologiai  élettartamra  vonatkozd  vizsgalataink  segitségével
megallapitottuk, hogy az evolvalt vonalak populacioi teljes éhezési korilimények kozott
az Osh6z képes gyorsabban haltak ki (25. &bra). A megfigyelt gyors élettartam
csokkenes hatterében 0Osszetett folyamatok allhatnak, ezek részletes felderitésére nem
tértink Ki vizsgalataink soran. A megismert szekvencia adatok és korabbi vizsgalatok
eredményei alapjan csak feltételezéseket tehetiink, melyek szerint az élettartam
drasztikus csokkenése részben az ubiquitin-proteaszoma rendszert érintd mutaciok
eredménye. Az evolvalt vonalakban tobbségében megfigyeltik az UBP3 gén kdpiaszam
csokkenését. Ismert, hogy az UBP3 @én expresszidja nélkilozhetetlen az érett
riboszomak lebontdsdhoz (Kraft és mtsai, 2008). Az UBP3 génben megjelend
mutaciokkal az érett riboszOmédk lebontasanak gatlasa valosulhatott meg. Az érett
riboszomak lebontasa, azaz a ribofagia (Korolchuk és mitsai, 2010; Kraft és mtsai.,
2008) pedig fontos szerepet tolt be tapanyagszegény kornyezeti feltételek mellett a
fehérjeszintézis optimalizacios folyamataiban, hiszen segitségével képesek a sejtek a
rendelkezésiikre allb  energiamennyiség €s a  transzlacios  szikségleteik
figyelembevételével a riboszomak mennyiségét szabalyozni (Kraft és mitsai., 2008).
Eredményeink alapjan a magas transzlacidos hibaratdhoz torténd alkalmazkodas
mellékhatasaként az evollcios vonalak elvesztették azon képességiket, hogy érett
riboszomaikat lebontani tudjak (26. és 27. abra), ez pedig éhezési korilmeények kozott

jelent6s élettartam csokkenéshez, és a populacidk gyors kihaldsdhoz vezet.
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7. Gyakorlati kovetkeztetések

Eredményeinkbdl szamos fontos kovetkeztetés vonhatd le, melyek tovabbi kutatasoknak
nyithatnak utat. Munkank bizonyitja, hogy a kromoszomalis atrendezodések gyors
evollciés megoldést jelenthetnek (Chen és mtsai., 2012; Sheltzer és Amon, 2011; Tang
és Amon, 2013). Kromoszomak, vagy kromoszéma szegmensek duplikacioival teljes
fehérje  komplexeket kodold gének, illetve akar alrendszerek génjeinek kopiaszdm
emelése is lehetségessé¢ valk, gy ezek segitségével akar kisméretli populaciok is
képesek viszonylag nagy fenotipusos valtozasokkal alkalmazkodni a megvaltozott
korulményekhez (Tang és Amon, 2013). Megjegyzend6, hogy a kromoszomalis
atrendez6dések karos mellékhatasaikk miatt azonban valoszinileg csak atmeneti
megoldast jelenthetnek az alkalmazkodas soran, nagyobb evoliciés léptékben
pontosabb, célzottabb pontmutaciok (tjdn megvaldsuld folyamatokra van szikség
(Yona és mtsai., 2012).

Eredményeinkkel — bemutattuk, hogy a magas transzlaciés hibaratdhoz  vald
alkalmazkodas egyik modja lehet a fehérje korforgas felgyorsulasa, mely az
aggregalodd fehérjék mennyiségének csokkentésével noveli a sejtek életképességét.
Korabban egysejtiicknél és tobbsejtii élolényeknél is bizonyitottak mar, hogy a sejtek
Oregedésével lassul a fehérjék korforgasa. Az Oregedés sordn a fehérjeszintézis- és
lebontasi  kepleteket ért hatasok OsszegzOdnek, ez vezet a fehérje korforgas
lelassulasdhoz (Ryazanov és Nefsky, 2002). A lassulo fehérje korforgas kovetkeztében
a sejtekben felnalmozddnak a kéarosodott fehérjék, amik Ongerjeszté modon tovabbi
sejtkarositd hatasokkal rendelkeznek, és az dregedést tovabb gyorsitjdk (Ryazanov és
Nefsky, 2002). Munkank ravilagit arra, hogy a transzlacios minéségellenrzés és az
ubiquitin-proteaszOma  rendszer  Osszehangoltan ~ mikkodnek, és  er6s  hatast
gyakorolhatnak a sejtek élettartamara.

Eredményeink a genetikai kod evolucios elméleteiben fellelhetd  ellentmondasok
felolddsaban is segithetnek (Santos és mitsai., 2004). A genetikai kod atrendezbdése az
evolicio soran tobb alkalommal is bekdvetkezett, az altalanostol eltérd genetikai
kodolasi rendszereket szamos ¢€l6kényben megfigyelhetink. A Candida albicans és
néhany rokondban ez az atrendez6dés azonban nem ment teliesen végbe, a CUG

kodonok kettés kodolasa (szerin és leucin) a mai napig megfigyelheté (Miranda és
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mtsai.,, 2006). A témakorrel foglalkozd kutatbk kozott nincs egységes tudomanyos
allaspont arra, hogy pontosan hogyan mehetett végben a CUG kodonok atrendezédése
(Massey és mitsai., 2003). Annyi azonban bizonyosnak latszik, hogy az atrendez6dés
atmeneti allapotokon keresztll zajlott, melyek sordn a CUG kodonok mér nem csak
leucint, hanem szerint is meghataroztak. A kétértelmii kodolas elmélet ellenzdi szerint
az atmeneti kodolasi allapot a Candidak szaméra akar végzetes fehérje szerekezeti és
mikodésbeli karokat idézett volna elé. Eredményeink ezzel szemben ramutatnak, hogy
ez a kétértelmii kodolasi korant sem végzetes a sejtek szamara, az evolicio gyors

megoldasi lehetségeket biztosit a misztranszlacid toleralasara.

Vizsgalataink soran a transzlaciés hibarata karos hatasaira, és az azok mérséklésére
kialakult megoldasokra 0Osszpontositottunk. Azt azonban érdemes megjegyezni, hogy a
magas transzlacios hibarata olyan belsé stresszvalaszokat (,unfolded protein response” -
UPR) valt ki, melyek egyéb, hirtelen fellépd stresszhatdsokkal szemben is védelmet
biztosithatnak (Ribas de Pouplana és mtsai., 2014; Santos és mtsai, 1999). A
tovabbiakban érdemes volna vizsgalni, hogy a magas transzlacios hibaratahoz vald
alkalmazkodas hogyan  befolydsolja az egyéb  kornyezeti  stresszhez  vald
alkalmazkodast. A transzlacidés hibakkal szembeni robusztussdg és a transzlacios hibak
altal kivaltott el6-adaptacidés folyamatok kozott erés negativ Gsszefliggést feltételeziink,

a viszonyok pontos megismerése akar kutatasaink egyik Uj iranyat is jelentheti.
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Osszefoglalas

A transzlacid egyike az ¢€l0 szervezetekben lejatszodd alapvetd felépitd
folyamatoknak. A fehérjék az él6knyek sejtjeinck fontos épitékovei, ezért a transzlacio
pontos menete a sejtek ¢Eletmilkddéseinek szempontjabol kiemelt jelentdségi. Ismert
azonban, hogy a fehérjék képzédése nem hibamentes folyamat, ez pedig hatdssal van az
¢lokények ¢letképességére, €s szamos betegség kialakulasaval is Osszefliggésbe hozhato.

A fehérjek képzodésének minden részfolyamatdban bekovetkezhetnek hibak.
Friss kutatdsok azt is Kimutattak, hogy el6fordulasi gyakorisaguk 3-5 nagysagrenddel
meghaladja a DNS masolasi hibak el6fordulasi gyakorisagat. Felmerll a kérdés, hogy
ha a transzldcios rendszer ilyen nagy hibazasi valdsziniséggel dolgozik, hogyan
képesek mégis a sejtek normélis életmitkodéseiket fenntartani?

A folyamatok iranyat tekintve a transzlacios hibakkal szemben Kialakult védekezo
rendszerek két csoportja ismert; a hibdk megjelenési aranyanak csokkentésére iranyulo,
valamint a mar meglévé hibak altal okozott karos hatdsok mérséklését célzod
folyamatok. Jelenleg keveset tudunk arrdl, hogy ezen védekezd mechanizmusok koziil
melyek és milyen aranyban jarulnak hozzd a normalis sejtmikodést  biztosito
fehérjetartalom kialakitasahoz. Munkank célja volt felderiteni azokat az alapelveket,
melyek mentén a sejtek képesek alkalmazkodni a transzlacios hibak okozta karos
hatasokhoz.  Vizsgalatainkat pékéleszt6 modellszervezeten végeztik, melyben a
transzlaciés hibak egy specialis fajtajanak, a kétértelmii aminosav kodolasnak a hatasait
elemeztik.

Munkank sordn az evollciobioldgia, a biokémia, és funkcionalis genomika eszkozeit

Otvozve a kovetkezO kérdésekre kerestikk a valaszt:

1. Saccharomyces cerevisiae sejtekben laboratoriumi evolicid soran mérsékelhetd-
e a mesterségesen megemelt transzlacios hibarata okozta ratermettség
csokkenés?

2. A transzlaciés hibak okozta ratermettség csokkenés hatterében milyen okok
allhatnak?

3. Milyen genetikai és sejtélettani valtozdsok teszik lehetévé az emelkedett

transzlacids hibarataval szembeni alkalmazkodast?
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4. Az emelkedett transzlacios hibarataval szembeni alkalmazkodassal

parhuzamosan milyen evolicios mellékhatdsok azonosithatok?

A transzlaciés hibak ratermettségre gyakorolt hatasainak vizsgalatahoz egy
kordbban [létrehozott Saccharomyces cerevisiae alapi modellt hasznaltunk. Candida
albicans  tRNScac™™™  génjének  egyszeres  kopiaszAmi  plazmidrol  torténd
expressziojaval diploid pékélesztd sejtekben mesterségesen megemeltiik a transzlacios
hibaratat. Az Uj mutans tRNS kifejez6désével a CUG pozicibkba az eredeti leucin
mellett szerin beépilése is lehetségessé valt. Korabbi tomegspektrometrias mérések
igazoltdk, hogy az alkalmazott genetikai konstrukcioval és a CUG kodonok kétértelmii
meghatarozasival a transzlacios hibarata 1400-szoros emelkedése idézhetd el6.

A tRNScAc M-t expresszald magas traszlacios hibarataji torzs novekedési
ratdjat vad tipust torzshoz viszonyitva a magas transzlacidos hibardta 40%-0s
ratermettség csokkentést okozott. Ezt kovetden egy megkdzelitbleg 250 generacioig
tartd laboratoriumi evollciot vegeztink 11 alacsony és 11 magas transzlacios hibarataju
vonallal. Az evollciot kovetéen megallapitottuk, hogy a kezdeti ndvekedési ratahoz
képest mind a 11 péarhuzamosan evolalt vonal novekedési rataja szignifikdnsan,
13,3%-51,7% kozotti mértékben emelkedett. Ezek az adatok arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a magas transzlaciés hibarata okozta kezdeti ratermettség
csokkenés mar egy viszonylag rovid idejii alkalmazkodasi periddus alatt is részben
kompenzalhato.

A tovabbiakban a transzlacios hibdk okozta ratermettség csokkenés hatterében
allb okok felderitésére 6sszpontositottunk. Ismert, hogy a magas transzlacios hibarata
ratermettség csoOkkenté hatasa a fehérjék hibas feltekeredése, 0Osszecsapddésa, és a
letrejott  fehérje-aggregatumok  sejtkarositd  hatdsa révén is megvaldsulhat. Ezek
tekintetében vizsgaltuk a transzlaciés hibardta és a fehérje aggregacio kapcsolatat. Egy
fluoreszcens, aggregaciora hajlamos riporter fehérje  (VHL-mCherry) sejteken bellli
eloszldsat vizsgalva kovetkeztettink a fehérje aggregacid6 mértékének laboratorium
evolicié alatti valtozasara. Meéréseink alapjan megallapitottuk, hogy az 6si allapotban a
magas transzlacios hibardta szignifikdnsan novelte a fehérje aggregacid mertékét. aAz
evolucidt kovetden azonban mind a 11 evoliciés vonalban az aggregacid mértékének
szignifikans csokkenése volt megfigyelheté. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
laboratoriumi evoliicié alatt a szelekcid elsdsorban a fehérje aggregicio csokkentésére

iranyult.
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A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy milyen genetikai és sejtélettani valtozasok
teszik lehetévé az emelkedett transzlacios hibarataval szembeni alkalmazkodast. Ehhez
biokémiai és funkcionalis genomikai modszereket egyarant alkalmaztunk. Biokémiai
teszt segitségével megallapitottuk, hogy az evolicio soran kis mértékben ugyan, de
csokkent a tRNScac®™-t expresszald vonalakban a transzlaciés hibarata mértéke.
Ennek legvaloszinibb oka az adaptacio alatt a transzlacios hibarataért felelés
tRNScac?™  expressziojanak  csokkenése. Véleményiink szerint azonban sem a
transzlaciés hibarata, sem a mutans tRNS expresszidjanak csdkkenése nem volt olyan
mértékl, hogy ezt tekinthessik az adaptacid6 f& mechanizmusanak. Vizsgélatainkat
tovabb folytatva kimutattuk, hogy a magas transzlacios hibarataju vonalakban az
evolicio soran szignifikansan emelkedett a fehérjeszintézis rataja és a proteaszomalis
lebontas mértéke is. A fehérjeszintézis rata emelkedését radioaktivan jelolt aminosavak
beépilési ardnydnak mérésével hatdroztuk meg, a proteaszomalis lebontdsi rata
emelkedését pedig s-LLVY-MCA fluorogén szubsztratot alkalmazva mutattuk Ki.
Méréseink alapjan igy arra kovetkeztettink, hogy a transzlaciés hibékkal szembeni
robusztussagot az evolucio alatt elsésorban a felgyorsuld fehérje korforgas biztositotta.

Az adaptaci6 genetikai hatterének megismeréshez teljes genom szekvenalast
végeztink mind a 11 evollciés vonalon. A szekvenciaadatokat elemezve megfigyeltik,
hogy a magas transzlacios hibardtdhoz vald alkalmazkodds nagy genomi
atrendez6déseket indukdlt az evolvalt vonalakban. A megjelent nagy genomi
atrendez6dések tobbek kozott riboszoOma-biogenezisben, -0sszeszerelésben, és az RNS
feldolgozasban részt vevo gének kopiaszamanak egyiittes emelkedését eredményezték.
Ezen valtozasok feltételezhetben a felgyorsuld fehérjeszintézis genetikai hatteret
biztosithattdk. Az evolvalt vonalak tobb mint 90%-aban két, deubiquitindcioban
szerepet jatszo enzim gen (UBP3, UBP5) kdpiaszam csokkenését is azonositottuk. Ezek
a gének a fehérjék lebontdsi utrdl vald eltéritésében jatszanak szerepet, a csokkend
dozisuk pedig novelheti a proteaszomalis lebontasi Utra terelt fehérjek aranyat, mely
magyardzatul szolgalhat az evolvalt vonalakban megfigyelt magasabb proteaszomélis
lebontési ratara.

A genomi mutaciok vizsgalatan fellil azok génexpressziora gyakorolt hatasait is
vizsgaltuk. Keét, jellemz0 mutacios mintazattal rendelkez6 evolucids vonalban a
kromoszoma atrendez6dések altal nem érintett gének expresszios szintjét vizsgalva
megallapitottuk, hogy a laboratoriumi evolicié soran emelkedett a riboszémalis RNS

feldolgozds, a riboszoma biogenezis és az aminosav bioszintézis Utvonal egyes

111



genjeinek expresszids szintje. Ezek az eredmények valoszinisitik, hogy a kromoszoma
atrendezodések mellett génexpresszidos valtozasok is el0segithették a magas transzlacios
hibaratahoz valo alkalmazkodast, a fehérjeszintézis ratajanak emelésén keresztill.

Munkénkban a transzlaciés hibakkal szembeni robusztussag kialakulasanak
melléktermékeit is  vizsgaltuk. Ismert, hogy mind a fehérjeszintézis, mind a
proteaszomalis lebontas nagy energiaigényi folyamat. A  sejtek  glikozfelvételi
ratajanak  mérésével igazoltuk, hogy a ewvoliciés vonalakban felgyorsuld fehérje
korforgas megnovekedett energiaigényének fedezésére a sejtek nowveltek a tapoldatbol
felvett cukor mennyiségét. Kimutattuk tovabba, hogy a felgyorsult fehérjeszintézis és az
emelkedett  fehérje-lebontdsi rata a megndvekedett energiaigény  kovetkeztében
tapanyagszegény kornyezetben a sejtek ratermettségének csokkenését és az evolvalt
populaciok kronoldgiai élettartaménak  csokkenését wvonta maga utdn. A magas
transzlacios  hibaratahoz  torténé  alkalmazkodas  mellékhatasaként az evoliucios
vonalakban csokkend mértékli riboszoma lebontasi folyamatokat azonositottunk,
melyek az éhezési korlimények kozott megfigyelt jelentds életképesség csokkenéshez,
és a populaciok gyors kihalasahoz vezethettek.

Jelen munka bizonyitja, hogy a felgyorsult fehérje korforghs a magas
transzlaciés  hibaratahoz tortén6é alkalmazkodas egy gyors, és hatékony modja,
kiemelkedben magas energetikai koltsége miatt azonban csak tapanyagban gazdag
kornyezeti feltételek kozott nydjthat valés megoldast. Dolgozatomnak nem célja azt
allitani, hogy a felgyorsult fehérje korforgds az egyetlen lehetséges védekezd
mechanizmus a magas transzlaciés hibardta karos hatasaival szemben. Kdnnyen
clkképzelhetd, hogy a kiilonb6z6 kornyezeti korimények és tapanyag ellatottsagi
feltételek kozott él6 fajok kilonb6zd nativ transzlacios hibarataval rendelkeznek, és

ezzel parhuzamosan akar mas jellegli védekez6 mechanizmusokat is kialakithattak.
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Summary

Protein synthesis is one of the major cellular processes. As proteins are essential
building blocks of the cells, the fidelity of translation has a substantial impact on cell
survival. Errors in protein synthesis can reduce the organisms’ viability and they serve
as an onset of genetic diseases.

Errors can occur during the whole process of protein synthesis, from the
incorporation of amino acids to protein folding, even during posttranslational
modification. Recent studies have indicated, that error rates during protein production
are three to five orders of magnitude higher than during DNA-replication. We asked if
protein production is such error prone, how can organisms still maintain the
homeostasis of cellular processes?

Two type of quality-control mechanisms exist based on the direction of
processes: one that reduce the rate at which errors occur (error prevention) and one that
limits the harmful effects if an error has already been made (error mitigation). Although
the major types of quality control processes have been identified, the relative
contribution of these pathways to safeguarding the integrity of biological information is
remained largely unknown.

Our aim was to investigate this problem systematically by taking advantage of a
previously engincered bakers’ yeast strain, on which we analyzed the effects of
ambiguous amino acid decoding, as a specific type of mistranslation.

We integrated evolutionary biology, biochemical and functional genomics tools to

answer the following questions:

1. Can fitness loss due to mistranslation be compensated in Saccharomyces
cerevisiae cells during a laboratory evolutionary experiment?

2. What are the underlying mechanisms of fitness loss caused by mistranslation?

3. What type of genetic- and physiological changes are involved in the adaptation
to mistranslation?

4. What are the evolutionary side-effects of adaptation to mistranslation?

We used a previously engineered Saccharomyces cerevisiae strain as a model to

investigate the effects of mistranslation on cellular fitness.
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We expressed the Candida albicans tRNAcac™" gene from a single copy vector
in diploid bakers’ yeast cells in order to increase the mistranslation rate experimentally.
The engineered construct misincorporates serine at leucine sites encoded by the CUG
codon. A previous quantitative mass-spectrometry study indicates that the expression of
tRNAcac™" construct generates a 1400-fold increase in mistranslation at CUG sites on a
proteome-wide scale.

Measuring the growth rate of yeast populations expressing the tRNAcac™'
construct indicated that elevated mistranslation rate reduced the fitness of yeast
populations by 40% compared to wild type populations with low mistranslation rate.

Next we initiated a laboratory evolutionary experiment with strains having low
and high mistranslation rate, 11-11 parallel replicates each, for approximately 250
generations. After the evolution, significant fitness improvement (13.3%-51.7%) was
detected in all the parallel evolved lines with high mistranslation rate compared to the
ancestral state. These results indicate that fitness defect due to mistranslation can
rapidly be mitigated during a relatively short period of laboratory evolution.

Henceforth, we focused on the underlying mechanisms of fitness loss caused by
mistranslation. It is known, that fitness cost of mistranslation could partly be due to
protein misfolding, protein aggregation, and consequent induction of cellular toxicity.
To shed light on the possible link between mistranslation and protein aggregation, we
used a fluorescent reporter system. We measured the distribution of a fluorescently
tagged aggregation prone human protein (VHL, von Hippel-Lindau) to infer the
changes in protein aggregation propensity during the course of laboratory evolution. We
demonstrated, that elevated mistranslation rate increased the rate of protein aggregation
in the ancestral state. In contrast, all the 11 parallel evolved lines showed significantly
reduced protein aggregation propensity. These results indicate that reducing the rate of
protein aggregation was one of the main targets for natural selection during laboratory
evolution.

We also applied biochemical and functional genomics tools to identify the
genetic and physiological changes involved in the adaptation to mistranslation. With the
help of a state-of-the-art biochemical assay, we detected a small, but significant
decrease in the misreading activity of the tRNAcac>". We suspect that the reduction in
tRNAcac™" expression might be responsible for this pattern. However we hypothesize
that neither the reduction of mistranslation rate nor the reduction of tRNAcac™®"

expression are exclusively responsible for adaptation.
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We demonstrated that both the translation and proteasomal degradation rate was
significantly increased in the evolved lines with high mistranslation rate compared to
the ancestor. We quantified the rate of protein synthesis by measuring the incorporation
of radioactively labelled amino acids. To quantify the rate of chymotrypsin-like
proteasomal activity, we wused a fluorogenic peptide substrate. Based on the
abovementioned results we could conclude that the evolutionary adjustment of
proteome homeostasis to mistranslation was achieved through acceleration of protein
turnover, a process determined by the combined rates of protein synthesis and ubiquitin-
proteasome system mediated degradation.

We also performed whole genome sequencing on the 11 parallel evolved lines in
order to reveal the genetic basis of adaptation to mistranslation. The genomic analysis
demonstrated that adaptation to mistranslation induced large-scale chromosomal
duplication and deletion events in the evolved lines. These large-scale genomic changes
simultaneously altered the dosage of genes involved in ribosomal biogenesis, ribosome
assembly, and rRNA processing and could function as a genetic basis for accelerated
protein synthesis. In more than 90 % of the evolved lines we also identified copy
number loss in two genes encoding deubiquitinating enzymes (UBP3, UBPS5). These
genes are involved in the deubiquitilation of the proteins diverting them away from the
proteasome system. Accordingly, reduced dosage of these genes can increase the
fraction of proteins destined for destruction, resulting in an increased protein
degradation rate.

We also investigated the effect of genomic mutations on gene expression levels.
We focused on two evolved lines, both of which carried typical large-scale
chromosomal rearrangements. The analysis included only those genomic segments
which were unaffected by copy number changes during the course of laboratory
evolution. We observed increased expression of genes involved in ribosomal RNA
processing, ribosome biogenesis and amino acid biosynthesis. These results also support
the role of accelerated protein synthesis in the adaptation to mistranslation.

We also investigated the evolutionary side-effects of adaptation to
mistranslation. As both translation and proteasomal degradation are highly energy
consuming processes, accelerated protein turnover must imply a higher energetic cost to
the cells. Measuring the glucose uptake of the ancestor and the evolved lines, we
demonstrated that, evolved cells generally internalized more glucose molecules than the

ancestor cells in order to fulfil the energetic demand of accelerated protein turnover. We
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also demonstrated that - due to the increased energetic demand - evolved lines generally
showed decreased fitness and reduced chronological lifespan upon nutrient limitation.
As an evolutionary trade-off, adaptation to mistranslation reduced the capacity of
evolved lines to degrade mature ribosomes. This might led to the loss of viability and
faster extinction rate of the evolved populations under starvation.

This work provides several lines of evidence that accelerated protein turnover is
a fast and effective method for adaptation to mistranslation. However, due to it’s high
energetic demand, this strategy might be only feasible in nutrient-rich environments,
such as our experimental settings. Therefore it is, this work does not state that
accelerated protein turnover is the only safeguarding mechanism against the detrimental
effects of mistranslation. Translation fidelty may wvary across environments and
organisms might have evolved different defence mechanisms against protein synthesis

errors.

116



Fluggelék

- . Mutacios
Szuszt:;n’atllms Standard név GO kategoria esem’ények
szama
YMR317W YMR317W Nem jellemzett
YIL169C YIL169C Nem jellemzett 9
YGR023W MTL1 Sejtvalasz gliikdz éhezésre 7
YPL216W YPL216W DNS-fligg6 transzkripcid 5
YGR246C BRF1 RNS polimerazlll transzkripcids preiniciacios 4
komplex 6sszeszerel és
YBR272C HSM3 Proteaszoma regulacids alegység 3
Osszeszerel és
YDR340W . Bizonytalan 3
YKR040C . Bizonytalan
YOR038C HIR2 DNS-fligg6 transzkripcid, heterokromatin
remodeling
YCLO69W VBA3 Aminosav transzport 2
YER179W DMC1 Reciprok meiotikus rekombindcid 2
YKR105C VBAS Aminosav transzport 2
YNLO39W BDP1 RNS polimeraz |1l transzkripcids preinicidcios 2
komplex 6sszeszerel és
YNL172W APC1 Kilépés a meidzisbhol 2
YBRO73W RDH54 Meitikus testvér kromatid szegregacio 1
YCLO10C SGF29 DNS-fligg6 transzkripcid 1
YCR024C-B YCR024C-B Nem jellemzett 1
YCRO97W HMRA1 DNS-fligg6 transzkripcid szabalyozas 1
YDLO76C RXT3 DNS-fligg6 transzkripcid 1
YDL164C CDC9 DNA ligationinvolvedin DNA repair 1
YDL183C YDL183C Kaliumion transport 1
YDR195W REF2 snoRNS 3'-vég atiras 1
YDR395W SXM1 mRNS transzport 1
YDR444W YDR444W Nem jellemzett 1
YDR512C EMI1 Mitokondridlis |égzési ldnc komplex 1
Osszeszerel és
YFLO37W TUB2 Fehérje polimerizacid 1
YFRO27W ECO1 Telomer szervezédés 1
YFRO36W-A . Bizonytalan 1
YGL195W GCN1 Transzlacio elongdcio szabalyozas 1
YGL206C CHC1 Endocitodzis 1
YGR005C TFG2 DNS-fligg6 transzkripcid szabalyozas 1
YGR044C RME1 DNS-fligg6 transzkripcio szabalyozas 1
YHLO41W . Bizonytalan 1
YHRO86W NAMS8 Magi mRNA splicing pozitivregulatora, 1
spliceoszéman keresztiil
YILO29W-A . Bizonytalan 1
YILO30C SSM4 Doal0p ubiquitin ligaz komplex 1
YiLO41W GVP36 Vakudlum szervez6dés 1
YIL115C NUP159 mRNS transzport 1
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YJL129C
YJR023C
YKROO7W
YKRO90OW
YKR099W
YLLOO1W
YLLO32C
YLR399C
YMRO75C-A
YMR290W-A
YNL299W
YNRO34W
YNRO74C
YOL075C
YOLO86W-A
YOR151C
YPL243W

YPR112C

YPR194C

TRK1

MEH1
PXL1
BAS1
DNM1
YLLO32C
BDF1

TRF5

SOL1

AlF1
YOLO75C
YOLO86W-A
RPB2

SRP68

MRD1

OPT2

Kaliumion transport

Bizonytalan

Mikroautofagia

Sejt polaritds fenntartasa

DNS-fligg6 transzkripcid szabalyozas
Fehérje homooligomerizacid

Lehetséges riboszéma kolcsonhatd partner
DNS hibajavitas

Bizonytalan

Bizonytalan

U4 snRNS 3'-vég atiras

tRNS export a sejtmaghdl

Apoptdzis pozitiv regulatora

Transzport

Valasz DNS karositd szignalra

DNS-fligg6 transzkripcid szabalyozas
SRP-fligg6 kotranszlacids fehérjeiranyitas a
sejtmembranba, jelz6 szekvencia felismerés
Processzéma (Riboszoma 6sszeszerel és
intermedier) kis alegysége

Fehérje transzport

P PR R R R R RPRRRPRR R RR R R

1. Téblazat. Nem-szinonim pontmutaciokat hordozo gének listdja. A tablazat 6sszesitve

tartalmazza azon gének listajat, melyek kodolé szekvenciajaban legalabb egy evollcios

vonalban nem-szinonim pontmutacié kovetkezett be.

A tablazat negyedik oszlopa ad

informaciot arrol, hogy hany evolliciés vonalban azonositottunk nem szinonim pontmutaciot az

adott génben.
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