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Bevezetés

A mitokondrium egy esszencidlis sejtalkoto

Alegelsé ésa mai napigismert egyetlen nélkiilzhetetlen mitokondrialis funkcié a vas-
kén fehérjék aktivaciojahoz sziikséges vas-kén komplex bioszintézise. Arra a kérdésre
azonban nem tudtuk a valaszt, hogy miért teszi ez a funkcidja a mitokondriumot az
eukaridta sejtek elengedhetetlen alkotérészévé. Munkacsoportunk egy németorszagi
munkacsoporttal egylittmtikddve ennek a kérdésnek a megvalaszolasat tiizte ki
céljaul.

Munkahipotézisiink kiindulépontja az volt, hogy a mitokondrium egy vagy tobb
potolhatatlan funkciét betolté extramitokondridlis vas-kén fehérje aktivacidjaval
valik létfontossdgu sejtalkotévd. Munkank kezdetekor azonban kizérélag olyan
esszencidlis vas-kén fehérjék voltak ismertek, amelyek sajat vas-kén komplexiik
bioszintézisében jatszanak szerepet.

Kutatasainkhoz tehat egy olyan élesztd célfehérjét kerestiink, amely valdszintileg
vas-kén fehérje, élesztében bizonyitottan esszencialis, de alapvetd szerepe még nem
tisztazott. A fehérje adatbankok éatvizsgalasa utan az eddig ismeretlen funkciéju
Rlilp-re esett a valasztasunk. Ez a fehérje egyike az evolicié sordn legerGsebben
konzervalodott fehérjéknek, latszolag minden archedban ¢és eukariétaban
megtalalhaté. Munkank kezdetekor német kollaboracids partneriink segitségével
bebizonyitottuk, hogy az Rlilp prosztetikus csoportként vas-kén komplexet kot,
viszont ellentétben a tobbi ismert esszencialis vas-kén fehérjével, nincs szerepe
a vas-kén komplex bioszintézisében. Igy ez a fehérje, funkcidjanak feltdrasin
keresztiil megfelel6 jelolt lett annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy miért
nélkiilozhetetlen a mitokondrium az eukaridta sejtek szdmadra.

A mitokondridlis génexpresszié szabdlyozdsa

Saccharomyces cerevisiae-ben a legtobb mitokondridlis RNS legalabb 13 kiilonallo
promoterrdl atirédva policisztronos el6alakokbol képzddik, vagyis két vagy tobb
koédold szekvenciat, rRNS-ek, tRNS-ek és mRNS-ek kiilonb6zé kombinacidit tartal-
mazza. Az eredetileg egy operonon kddolt érett, stabil RNS-ek mennyisége azonban
nagymértékben kiillonbozhet. Mindez azt bizonyitja, hogy a mitokondriumban a
poszttranszkripciés mechanizmusoknak kiemelkedéen fontos szerepe van az RNS-ek
stabilitdsanak meghatarozasdban. Fontossaguk ellenére azonban viszonylag keveset
tudunk ezekrdl a szabalyoz6 mechanizmusokrol.

Az apocitokrom b fehérjét kodold6 COB mRNS a mitokondridlis genom
tRNS#:-COB operonja éltal kodolt COB génrdl irddik at. Az érett mRNS a -955.



és/vagy —954. nukleotiddal kezdédik, és stabilitasanak szabélyozasat a Cbp1 fehérje
segiti, amely kozvetleniil kapcsolédik a COB mRNS 5 végi AU-gazdag nem
transzlalodo régidjahoz, azon belill is a —942. - —944. pozicidban talalhatd egyetlen
CCG trinukleotidhoz. Ebben az egyedi trinukleotidban mar egyetlen baziscsere
(CCG > ACG) a Acbpl mutanshoz hasonld fenotipust eredményez: a sejekben
kimutathatatlan érett és 6todére csokkent mennyiségi COB pre-mRNS talalhato.

Mivel az egyedi CCG trinukleotid kozel helyezkedik el az érett mRNS végs6
hasitasi helyéhez, ez felveti annak a lehetdségét, hogy az érés és a lebontas egy kozos
mechanizmus altal szabalyozott folyamat: a Cbpl fehérje az mRNS-hez kotédve
védheti meg annak 5 végét a nukleazok 4ltali hasitastol. Mindezidaig nem sikertilt a
COB mRNS érésében fontos szerepet jatszd nukleazt azonositani, igy ez a folyamat
kétféleképpen képzelhetd el: a Cbplp mintegy tttorlaszként miikddve akadalyozhat
meg egy 5-3” exonukledz altali tovabbi hasitast, vagy egy endonukleaz hasitohelyet
lefedve védheti meg a COB mRNS-t a lebontastol.

Célkitiizések

Munkank els6 részében az élesztd Rlil fehérje funkcidjanak feltarasaval a mitokond-
rium esszencialis jellegét vizsgaltuk. Célul ttztik ki:

+ az Rlilp sejten beliili elhelyezkedésének meghatarozasat,

+ a fehérjeszerkezet szerepének vizsgalatat a fehérje esszencialis voltanak
meghatdrozasaban,

+ az Rlilp potencidlis kotOpartnereinek feltérképezését,

+ az Rlilp-deplécid hatasdra a sejtben bekdvetkezd véltozasok vizsgalatat.

Munkdnk mésodik részében a mitokondridlis COB-tRNS#" operonon kddolt COB
mRNS érését vizsgalva arra kerestiik a vélaszt, hogy a mitokondridlis RNS-ek 5’
végének kialakitasa és 5” vég feldl torténd lebontdsa milyen mechanizmus altal torté-
nik. Célunk volt:

+ tandem elhelyezkedésii funkciondlis és/vagy nem-funkcionalis Cbp1 kotShelyet
tartalmazé éleszt6torzsek létrehozasa,

+ annak kimutatdsa, hogy exo- vagy endonukledz hasitja a COB pre-mRNS 5
végét, valamint

+ a Pet127 fehérje kulcsszerepének igazoldsa az érésben és a lebontasban.



Kisérleti anyagok és modszerek

Baktérium- és élesztotorzsek

Az Rlilp-vel kapcsolatos kutatdsaink soran a Saccharomyces cerevisiae W303-as
torzset (MATa/a,ura3-1, ade2-1, trpl-1, his3-11,15, leu2-3,112) hasznaltuk kontroll-
ként mind diploid, mind haploid formaban. A diploid RLI1/Arlil térzset PCR-alapu
génkicserélés technikajaval allitottuk el8. Az IRHA t6rzs létrehozasa soran az RLI1
gént PCR-al erdsitettiik ki, a terméket YIplac211/HA integracios plazmidba klénoz-
tuk, linearizaltuk, majd haploid W303 térzsbe transzformaltuk. Az R1il-TAP torzs
klénozasa soran a PCR-al kierdsitett RLII gént a pBS1479 plazmidba klénoztuk,
linearizaltuk, majd W303 haploid éleszt6torzsbe transzformaltuk. A Tet-RLI1 torzset
pCM225 plazmid felhasznéldsaval, egylépéses promoter-kicserélés technikajaval
allitottuk el6.

A mitokondrialis genomjukban tandem Cbp1-kotéhelyet hordozo éleszt6torzsek
létrehozasa az un. high velocity microprojectile bombardment mddszerrel tortént.
Ezen torzsekben a PET127 gén kiiitése soran a PCR-al l1étrehozott kanamicin kazettat
hordozé pet127:KanMX4 fragmentumot a mitokondrialis mutdns élesztétorzsekbe
transzformaltuk.

Az E. coli kultdrédkat LB médiumban novesztettitk 37 °C-on. Az élesztdtorzseket
komplex (YP) vagy minimdl médiumban (MM) 2% gliikoz illetve 3% glicerin hoz-
zdadasaval novesztettiik. Ugyanezen taptalajokat hasznaltuk 2% agar hozzaadasaval
szilard taptalajokként.

Tetradanalizis

A sporuldciés taptalajon minimum 4-5 napja névé RLII/Arlil sejteket 10%-os
Glusulase oldatban el6kezeltiik. A szuzspenziot YPD taptalajra csepegtettiik és az
egyes tetradokat alkot6 négy-négy sporat mikromanipulator segitségével szétvalasz-
tottuk. 5-6 napos 30 °C-on torténé inkubdacid utan a spérabol kifejlédé haploid sejtek
jol lathatoak.

Differencial centrifugalas

Az TRHA torzs egyéjszakas razatott tenyészetét iiveggyongyokkel feltartuk, majd az
egyes sejtalkotokat az egymadst kovetd, egyre novekvd sebességti (3000 rpm 10 perc,
10000 rpm 10 perc, 100000 rpm 60 perc) centrifugéldsok 1épéseivel valasztottuk el
egymastol. A durva mitokondridlis frakciét Nycodenz stirtiséggradiens centrifuga-
lassal tisztitva kaptuk meg a finom mitokondridlis frakcidt. Az egyes frakciokban a
keresett fehérjéket Western blot segitségével azonositottuk.

Cukorgradiens centrifugalas
Az RLII-TAP egyéjszakas razatott tenyészetet 0,8-as ODsqo értékig novesztettiik,
majd tveggyongyokkel tartuk fel. A sejttormeléket centrifugalassal eltavolitottuk,



a feliiliszot 10-50%-os linedris cukorgradiens tetejére vittiik fel, és Beckman SW41
rotorral 40000 rpm fordulatszamon 5 éran keresztiil 4 °C-on centrifugaltuk. A min-
takat frakcioszeddvel gytjtottitk, majd Western blot segitségével vizsgaltuk.

TAP-tag affinitas izolalas

Az RLI1-TAP egyéjszakas razatott tenyészetet 0,8-as ODgoo értékig novesztettiik és a
sejteket tiveggyongyokkel feltartuk. A felilluszot IgG Sepharose gyongyokkel 1,5 6ran
keresztiil 4 °C-on lassan razattuk, majd lecentrifugaltuk. Az iiledéket TEV protedz
enzimmel kezeltiik, majd centrifugalassal valasztottuk el a gyongyoket a feliiltiszoban
1év6, gyongyokrdl lehasitott fehérjétol. A feliiliszohoz kalmodulin-koétd puffert és
Calmodulin gyongyoket adtunk és 1 6ran keresztiil 4 °C-on razattuk. A gyongyoket
el6szor kalmodulin-koté pufferrel mostuk, végiil a kotott fehérjéket kalmodulin
eltcids pufferrel eludltuk a gyongyokrol.

Fehérjeszintézis vizsgalata pulse-chase modszerrel

A vad tipusu és Tet-RLI1 torzseket YPD médiumban, doxiciklin jelenlétében illetve
hianyaban novesztettiik. Az 0sszegyiijtott és atmosott sejteket metionin- és cisztein-
mentes minimél tdpoldatba helyeztiik. 10 uCi **S izotoppal jelslt metionin és cisztein
keverékét adva a sejtekhez 10 percig inkubaltuk 6ket, 6 mM jeloletlen metionint és
ciszteint adva a sejtekhez higitottuk ki az izotdpot, majd tovabbi 10 percig novesz-
tettiik a sejteket. Az Osszegytijtott és feltart sejteket 12%-os SDS poliakrilamid gélen
szétvalasztottuk, a fehérjékbe beépiilt izotopot Phospholmager késziilékkel tettiik
lathatova.

Sejtlégzés képességének vizsgalata

A torzseket YPD médiumban 0,8-as ODsggo értékig novesztettitk. Sejtszamlélast
kovetSen mindegyik mintét 10%, 10%, 10% és 10 sejt/6 ul koncentracidkra higitottuk. A
sorozathigitasbol 6-6 ul-t gliikdz- illetve glicerintartalmu taptalajra csoppentettiink,
és 12 napig 30 °C-on novesztettiink. A novekedés iitemét a 2., 4., és 12. napon fény-
képen rogzitettiik.

Primer extenzios analizis

A kisérletekhez hasznélt oligonukleotidokat T4 polinukleotid kindz és [y-**P]ATP
felhasznalasaval jeloltiik meg. A reakcidelegy 8 pg teljes RNS-t és 10 pmol 5 vég-jelolt
oligonukleotidot tartalmazott. A mintat 5 perc 85 °C-on torténd melegitést kovetSen
90 percen at 45 °C-on inkubaltuk. A reverz transzkripcié dCTP, dGTP, dATP, dTTP
és reverz transzkriptdz hozzdadasaval 15 percig 42 °C-on zajlott. A reakcidsorozat
végén mintainkat 7 M karbamidot tartalmazd 6%-os poliakrilamid szekvenald gélen
futtattuk meg. Eredményeinket Phospholmager késziilékkel tettiik lathatova.



Eredmények és kovetkeztetések

Az Rlilp szerepének vizsgalata,
avagy miért esszencidlis a mitokondrium?

Az Rlilp sejten beliili elhelyezkedése

Az egyéjszakas IRHA tOrzs razatott tenyészet feltarasat kovetGen a sejtalkotokat diffe-
rencial centrifugalassal szétvalasztottuk, majd az egyes frakciokban az Rlilp jelenlétét
Western blot segitségével hataroztuk meg. Eredményeink azt mutattak, hogy az Rlilp
egy része a citoplazmaban oldott formaban fordul eld, masik része viszont valamilyen
moédon az ER-hez kot6dve van jelen.

Az Rlilp citoszoélikus elhelyezkedését német kollaboracids partneriink in situ
immuncitokémiai modszer segitségével erdsitette meg, amivel azt is sikertilt kimu-
tatniuk, hogy a fehérje egy kisebb mennyisége a sejtmagban talalhaté. Kimutattak
tovabba, hogy a nukledris export leallitdsa utan az Rlilp mennyisége a sejtmagban
megnott.

Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy bar az Rlilp legnagyobb mennyiségben a
citoszdlban talalhato, egy kisebb része a citoszdl és a sejtmag kozott ingazik.

Az Rlilp vas-kén komplexe nélkiilozhetetlen Saccharomyces cerevisiae-ben

Az Rlilp esszencialis voltanak a megerdsitésére, illetve a vas-kén komplex fontossa-
ganak vizsgalatahoz az egyetlen allélra nézve heterozigéta diploid RLI1/Arlil éleszt6-
torzs tetradanalizisét alkalmaztuk. Az egy tetradot alkot6 négy spora szegregaciojat
kovetéen minden esetben csak két haploid éleszt6koldnia kifejlédését figyeltiik meg,
mellyel megerdsitettiik azt a megfigyelést, hogy az Rlilp egy nélkiilozhetetlen fehérje
éleszt6ben.

Az Rlilp két [4Fe-4S] komplexe a fehérjerészhez annak két ferredoxin tipust mo-
tivumaban megtalalhaté négy-négy erésen konzervalt ciszteinjén keresztiil ktédik.
Ezért a vas-kén komplex fontossdganak vizsgalatira PCR alapu iranyitott mutagene-
zissel harom 6j mutans RLI1 gént hoztunk létre, amelyekben az els6, a masodik, vagy
mindkét ferredoxin tipust motivumban az egyik konzervalt cisztein helyett lizint
kodolo bazisharmas volt jelen. A vad tipusu, valamint a muténs géneket expresszids
vektorba klénoztuk, majd a diploid RLI1/Arlil torzsbe transzformaéltuk. A tetrddana-
lizis soran a plazmidon vad tipust RLI1 gént tartalmazé diploid RLI1/Arlil t6rzs
minden esetben négy életképes sporat hozott létre. Azok a sporak viszont, amelyek a
mutans kotéhelyet hordozé RLI1 gént tartalmaztak nem voltak életképesek, hiszen
mindegyik mutans torzs 2:2 aranyu szegregacioval volt jellemezhetd.

Mindez azt bizonyitja, hogy az Rlilp két konzervélt ciszteinje létfontossagu a
fehérje, és igy a sejt szamdra is. Ez a megfigyelés egyben azt is jelzi, hogy mindkét
vas-kén komplex a fehérje elengedhetetlen alkotdrésze.



Az Rlilp ATP-kot6 képessége nélkiilozhetetlen Saccharomyces cerevisiae-ben
Ehhez a kisérlethez fejlesztettiik ki a Tet-RLI1 torzset, amelyben az RLII gén egy
tetraciklin altal represszalhaté promoter szabalyozasa alatt 4ll. Doxiciklin hozzdada-
saval ezekben a sejtekben az RLI1 gén atirasa gatlodik, igy az Rlil fehérje mennyisége
lecsokken.

Doxiciklin jelenlétében a vad tipust, exogén RLII gént tartalmazd Tet-RLI1
torzs a vad tipust sejtekkel megegyezé mértékben névekedett, ami azt jelzi, hogy
a plazmidon bevitt normal RLII gén képes volt az endogén fehérje doxiciklin éltal
kivaltott deplécidjanak ellenstlyozasara. A PCR-alapt iranyitott mutagenezissel
létrehozott, a fehérje elsé illetve masodik ATP-k6té régidjaban megtalalhato ATP-
koté lizin helyett leucint hordoz6 mutans Rlilp-t expresszalé Tet-RLI1 torzs azonban
képtelen volt a novekedésre doxiciklin jelenlétében.

A komplementaci6 hidnya azt jelzi, hogy az Rlil fehérje ATP-kot6 képessége
esszencialis a fehérje, és igy a sejt szamara is.

Az Rlilp a Hcrl fehérjéhez kapcsolddik in vivo

Korébbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy az Rlilp kapcsolddik a Herl fehérjével, az
rRNS-ek mddositasaban és a transzlacié iniciacidjaban is szerepet jatszd fehérjével.
Munkank sordn ennek a kapcsolatnak a 1étét kivantuk igazolni éleszté két-hibrid
modszerrel, illetve azt vizsgaltuk, hogy a vas-kén komplexnek illetve az ABC domén-
nek van-e szerepe a Herlp-vel valé kapcsolat kialakitasaban.

A vad tipust RLI1 és HCRI gént tartalmazé plazmidokat hordozo élesztdsejtek
esetén erds novekedést figyeltiink meg, amely igazolta a két fehérje szoros kapcsolatat
in vivo. Az egyszeres mutans ferredoxin motivummal rendelkez Rlilp fehérjék még
képesek voltak a Herlp-vel kapcsolddni, a kétszeres mutans ferredoxin motivum-
mal rendelkez6 Rlil fehérje azonban nem kotédott a Herlp-hez. A két ATP-kotd
doménben mutans fehérjéket, valamint kizarélag az eredeti, nem mutans ATP-kotd
lizint hordozé ABC domént 6nmagéban expresszalva sem mutattuk ki a Herlp-hez
torténd kapcsolodast.

Eredményeink arra utalnak, hogy az egyes vas-kén komplexek hianya csak kisebb
mértékl konformaciévaltozast eredményez, amely még megengedi a Hcrlp-hez
torténé kotddést. Mindkét komplex elvesztését kovetden azonban az Rlilp szerkezete
mar oly mértékben eltér a nativ konformaciétol, ami lehetetlenné teszi a kapcsolat
létrejottét. Ezen kiviil az ABC domén, pontosabban az ATP-kotd régid jelenléte
(igy feltételezhetéen az ATP kotés) mindenképpen sziikséges, bar onmagaban nem
elégséges feltétele a kapcsolat kialakitasanak.

Az Rlilp riboszomalis alegységekhez kapcsolddik in vivo

Az Rlilp lehetséges kotépartnereinek azonositasara a kofrakcionalas egy formajat,
a TAP-tag (Tandem Affinity Purification) affinitds kromatografids modszert alkal-
maztuk. A kisérlettel mind a kis, mind a nagy riboszémalis alegység tobb fehérjé-
jének Rlilp-hez vald kotddését igazoltuk. A kapott eredmények azt jelzik, hogy az
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Rlilp képes a 80S riboszémahoz vagy pedig mind a kis, mind a nagy alegységhez
kapcsolddni.

Eredménytink igazolasara az el6z6 kisérletben hasznalt torzs sejtextraktumat
cukorgradiens centrifugélassal is elvalasztottuk, és Western blottal vizsgaltuk a
fehérjék jelenlétét az egyes frakciokban. Kisérletiink eredménye megerdsitette
eddigi megfigyeléseinket, mely szerint az Rlilp képes a riboszomalis alegységekhez
kapcsolddni.

Eredményeinket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy bar az Rlilp legnagyobb része a
kis riboszomalis alegységhez kotddik, a fehérje mindkét alegységgel, valamint a kész
80S riboszoémaval is képes kapcsolddni.

Az Rlilp sziikséges a fehérjeszintézishez
Az Rlilp riboszémdkhoz és a Herlp-hez vald kotédése arra utal, hogy szerepe lehet
a fehérjeszintézishez kot6dd folyamatokban. Hogy megvizsgaljuk, az Rlilp-nek
specifikusan egy vagy néhany fehérje szintézisében van-e szerepe, vagy altalanos
fontossaggal bir az 9sszes fehérje transzlacidjaban, vad tipusu (W303) és Tet-RLI1
sejteket 24 oran keresztiil doxiciklinnel kezeltiink, hogy az Rlilp szintjét lecsokkent-
siik. A sejteket **S izotppal jelolt metioninnal és ciszteinnel inkubéltuk, a fehérjékbe
beépiilt izotopot pedig autoradiografiaval tettitk lathatova.

Eredménytiink azt mutatta, hogy az Rlilp deplécidja a sejtek fehérjeszintézisének
altalanos, nagymértéki csokkenését okozta.

Az Rlilp sziikséges a riboszoma alegységek sejtmagbdl torténé exportjahoz
Az Rlilp riboszémaérésben betoltott szerepének vizsgalatat a német munkacsoport
végezte. Annak érdekében, hogy a kis, illetve a nagy riboszomélis alegység érését
nyomon kovessék, a két alegység egy-egy alkotdéfehérjéjének GFP-jelolt formajat
expresszaltattdk vad tipust és Tet-RLI1 torzsekben. A vad tipusu sejtekben és doxi-
ciklinnel nem kezelt Tet-RLI1 sejtekben a riboszémak normalis eloszlasat figyelték
meg. Abban az esetben azonban, amikor az Rlilp mennyiségét a doxiciklin kezeléssel
lecsokkentették, mindkét riboszomalis alegység a sejtmagban halmozodott fel.
Mindez az Rlilp riboszémaérésben és/vagy a nukleocitoplazmatikus transzport-
ban bet6ltott fontos szerepét jelzi.

Az Rlilp vas-kén komplexe nélkiilozhetetlen a riboszémaérésben
Utols6 kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a vas-kén komplex hidnya befo-
lyasolja-e az Rlilp riboszomaérésben illetve -transzportban betoltott szerepét, vagy
esetleg az apoprotein 6nmagaban elégséges ennek a funkcionak az ellatasahoz.
Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara egy olyan torzset hasznaltunk, amelyben a
citoplazmatikus vas-kén fehérjék, példaul az Rlilp aktivalasa specifikusan gatolhato.
Ebben a torzsben a német munkacsoport a nagy riboszomalis alegységet alkoto
egyik, GFP-taggel ellatott fehérjéjének elhelyezkedését immuncitokémiai modszerrel
vizsgalta. Az Rlilp aktivacidjanak gatldsa esetén a nagy riboszomélis alegység a



sejtmagban halmozodott fel, hasonléan az Rlilp deplécié soran tapasztaltakhoz.
Eredményeik alapjan tehat elmondhatjuk, hogy az Rlilp riboszémaérésben jatszott
létfontossagu szerepéhez a vas-kén komplex jelenléte nélkiilozhetetlen.

Ezek az eredmények a mitokondrium esszencialis karaktere és a citoszolikus riboszo-
mak mitkodéképessége kozott fenndllé meglepd, de szoros kapcsolatra mutatnak ra.
A mitokondrium tehdt — mint a vas-kén komplex bioszintézis kozponti organelluma
- az Rlil fehérje aktivacidjan keresztiil meghatdrozd szerepet jatszik a fehérjeszinte-
tikus apparatus felépitésében.

A COB mRNS vizsgalata,
avagy hogyan miikodik az mRNS-ek 5’ végi lebontdsa a mitokondriumban

Munkankban a mitokondrialis mRNS-ek 5’ vég fell torténé lebontdsanak vizsgalatat
a COB mRNS életciklusanak tanulmdnyozasan keresztiil végeztiik. A COB mRNS 5’
végének kialakitasa soran az exo- vagy endonukledz dltali hasitas végterméke mar-
kansan kiilonbozhet egymastdl. Exonukledz altali hasitds esetén ugyanis a hasitds az
5’ véghez legkozelebb talalhat6 szabalyozd szekvencia helyzetétél fiigg, endonukledz
reakcid esetén viszont a hasitds az elsé kodolé exonhoz legkozelebb elhelyezkedd
szabalyozd szakasznal torténik meg. Ez a kiilonbség felhasznalhato arra, hogy a
két enzimreakcid-tipust elkiilonitsitk egymastdl és igy kimutassuk, milyen tipusu
nukledz hasitja a COB mRNS-ét.

A tandem Cbp1 kotohelyek kialakitasa

Kisérleteinkhez a COB mRNS 5" UTR szakaszanak Cbp1 kotéhelyén a normaél (CCG)
trinukleotidot hordozé C torzs és a mutans, miikodésképtelen (ACG) trinukleotidot
hordozé A torzs mellé az aldbbi tandem Cbpl kotdhelyeket tartalmazéd torzseket
hoztuk létre:

+ AAtdrzs:a COBmRNS 5 UTR szakaszan két mutans, miikodésképtelen (ACG)
trinukleotidot hordozé Cbp1 kotéhely talalhato,

+ AC torzs: az 5 véghez kozelebb a mutans (ACG), mig a kodol6 szakaszhoz
kozelebb a vad tipust (CCG) trinukleotidot hordozo kotdhely talalhato,

+ CA torzs: az 5 véghez kozelebb a vad tipust (CCG), mig a kodold szakaszhoz
kozelebb a mutans (ACG) trinukleotidot hordozé két6hely talalhato,

+ CC torzs: a COB mRNS 5 UTR szakaszanak mindkét Cbpl koétShelyén a
miitkod6képes CCG trinukleotidot hordozza.

A tandem Cbp1 kotohely mindkét helye aktiv

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy az dltalunk létrehozott, egymas utdn
kapcsolt két kothely mindegyike kiilon-kiilon teljes értékd kétShelyként funkeio-
nal-e, az egy normal (CCG) és egy mutans (ACG) kotdhelyet tandem hordozé AC
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és CA torzsek respiracids fenotipusat hasonlitottuk ssze a vad tipust C torzs és a
CC torzs fenotipusaval. Azt tapasztaltuk, hogy mind a CC, mind a CA térzs a C
torzzsel megegyezé mértékben novekedett. Az AC torzs szintén nétt glicerintartalmu
taptalajon, bar ennek mértéke kissé elmaradt a vad tipusnal tapasztalttol.

Mindez azt bizonyitja, hogy a CCG kotéhely mindkét pozicioban miikoddképes.

Az érett COB mRNS 5’ végét egy exonukleaz hasitas alakitja ki

A COB mRNS 5’ végének helyzetét a kiilonbo6z6 torzsekben primer extenzids anali-
zis segitségével hatdroztuk meg. Ennek alapjan a két vad tipust kétShelyet tandem
moédon hordozé CC térzsben mind az érett, mind pedig a COB pre-mRNS 5’ vége a
CA torzsben kimutathatdval volt megegyezd.

Ez az eredmény egyértelmien azt mutatja, hogy az 5’ véget a hozza legkozelebb
elhelyezkedé CCG hely hatarozza meg, ez pedig azt jelenti, hogy a COB mRNS 5’
végét egy 5°-3” exonukleaz alakitja ki, lebontva az RNS 5" végét egészen addig, amig a
specifikus kotéhelyéhez kapcsolddé Cbplp tdtjat nem allja.

Az exonukleaz reakcio egy Pet127p-fiiggo folyamat
Régobta ismert, hogy a Pet127 fehérjének szerepe van tobb mitokondrialis mRNS,
igy a COB mRNS érésében is. Annak bizonyitasara, hogy a Pet127 fehérje nemcsak
az érésben, de a COB mRNS mennyiségének szabalyozasaban is fontos lehet, a
nuklearis PET127 gént kiiitottitk mindegyik felhasznalt torzsiinkbdl. A sejtlégzés
vizsgalata sordn ezek a vad torzzsel megegyez6 mértékben néttek glicerinen. Mindez
azt mutatja, hogy Pet127 hianydban a sejtekben elegend6é mennyiségti stabil COB
mRNS van abban az esetben is, ha a Cbplp nem képes megfeleléen kapcsolodni.
Ezekben a torzsekben a COB mRNS-ek 5 végének vizsgalata soran csak az éretlen
format tudtuk kimutatni, az érett forma szinte teljesen elttint.

Ezzel az eredménnyel megerdsitettiik azt az allaspontot, amely szerint a COB
mRNS érése és lebontasa kapcsoltan, egy kozos mechanizmussal zajlik, amelyben a
Pet127 fehérjének elsérendd szerepe van.

Munkank soran tehat sikeriilt bebizonyitanunk, hogy Saccharomyces cerevisiae-ben,
a mitokondrialis apocitokrém b fehérjét kddold6 COB mRNS érése és 5 vég feldl
torténé lebontasa két, egymassal osszekapcsolt reakeid, amely a Pet127p altal sza-
balyozott 5’-3” exonukleaz reakcidval torténik. A mitokondriumban az eddig ismert
RNS bonté rendszerek koziil az altalunk azonositott az els6, amely 5°-3" iranyu, és
5’-3” exonukleaz aktivitassal rendelkezik.
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Osszefoglalas

Munkank elsé részében a mitokondrium esszencidlis voltdnak hatterét, és ehhez
kapcsoléddan egy eddig ismeretlen funkciéju esszencialis vas-kén fehérjét, az Rlilp-t
vizsgéltuk:

L 4

Kimutattuk, hogy a fehérje nagyobb része a citoszdlban talédlhato, egy kisebb
része pedig a citoszdl és a sejtmag kozott ingazik.

Igazoltuk, hogy a fehérje miikodSképességének kialakitasdban mind a fehérjé-
ben talalhat6 két vas-kén komplexnek, mind ATP-kot6 képességének kittintetett
jelentdsége van.

Eredményeink azt mutattak, hogy az Rlilp a Herlp-hez, az rRNS médositdsban
és a fehérjeszintézis iniciacidjaban is fontos szerepet jatszo fehérjéhez, valamint
mind a nagy, mind a kis riboszémalis alegységhez kapcsolddik.

Kimutattuk, hogy a fehérje mennyiségének csokkenése a sejtekben mindkét
riboszéma alegység nukledris exportjanak defektusat, valamint a fehérje-
szintézis altaldnos csokkenését okozza.

Bebizonyitottuk, hogy az Rlilp riboszomaérésben betoltott nélkilozhetetlen
funkcidjat csak akkor képes ellatni, ha két vas-kén komplexe az apoproteinhez
kotott formaban talalhato.

Vizsgalataink sordn tehdt bebizonyitottuk, hogy az éleszté Rlil fehérje alapvetd
szerepet jatszik a riboszomak érésében. Mindez a mitokondrium esszencialis jellegét
is megmagyarazza, hiszen ez az organellum a vas-kén komplex szintézise altal egy
olyan vas-kén fehérjét aktival, amely a riboszémak érésének elGsegitésén keresztiil
elengedhetetlen a fehérjeszintézishez.

A mitokondrialis génexpresszi6 szabalyozasanak vizsgélata soran a COB mRNS 5’
végi érésének és lebontasanak mechanizmusat vizsgaltuk:

L 4

Munkank soran sikeresen hoztunk létre olyan élesztémutansokat, amelyekben
a COB mRNS 5 UTR szakaszan két Cbpl kotShely talalhatd, normal illetve
mutans formaban.

Ezen torzsek vizsgalataval sikeriilt kimutatnunk, hogy az mRNS 5 végének
érése és az 5’ vég feldl torténd lebontasa kapcsoltan, egy kozds mechanizmussal
zajlik.

Kimutattuk, hogy ez a két folyamat egy 5-3” exonukleaz reakcion keresztiil
megy végbe.

Megerdsitettiik, hogy a nuklearis kddoltsagti Pet127 fehérje iranyitd szerepe
alapvetden fontos ezekben a folyamatokban.

A fenti, altalunk azonositott mechanizmus a mitokondriumban az elsé olyan RNS-
bonté rendszer, amely 5’-3” iranyu és 5°-3” exonukledz aktivitassal rendelkezik.
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