BIOTEKNOLOGI

Kvalitetskontrol i atkodning af genomet

Celler overvager kvaliteten af de livsvigtige molekyler, som er ansvarlige for overszttelse

af arvelig information til proteiner

Af Mathias Bach Poulsen, ph.d.-studerende, Center for mRNP Biogenese og Metabolisme, Molekylzrbiologisk Institut,

Aarhus Universitet

Preecis afkodning af genomet (genekspres-
sion) er af vital betydning for alle organis-
mer. Ngjagtigheden afhanger af kvalitets-
kontrolsystemer, der konstant overvager de
enkelte trin i genekspressionen og fjerner
fejl, der ellers kan have fatale fglger [1]. En
grundlzeggende forstaelse af det molekylare
maskineri, der er ansvarlig for kvalitets-
kontrol, er derfor vigtig for forstaelsen og
behandlingen af mange sygdomme. Her be-
skrives forskning udfert i vores grundforsk-
ningsfondscenter i en af de mekanismer, som
kontrollerer dannelsen af transportmoleky-
ler, der farer genetisk information fra DNA
til proteinsyntese.

Dérligt mRNP sendes til destruktion

Til denne undersggelse benyttede vi forskel-

lige stammer af bagegeer (Saccharomyces

cerevisiae), der hver iseer mangler komponenter af proteinkom-
plekset "THO”. Det fungerer i pakningen af messenger RNA
(mMRNA) med proteiner til funktionelle mRNA/proteinkom-
plekser, de sdkaldte mRNPer [2]. De THO-muterede celler pro-
ducerer misformede mRNPer, som cellen gerne skal skille sig
af med. Vi har tidligere vist, at disse "darlige” mRNPer bliver
tilbageholdt i cellekernen og hurtigt bliver nedbrudt [3]. Herved
sikrer cellen sig, at et forkert mRNP ikke bliver transporteret til
cytoplasma, hvor det kan forarsage stor skade, f.eks. via frem-
stillingen af et dominant negativt protein.
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Figur 2. THO. Illustration af de fire proteiner der udger THO-komplekset.
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Figur 1. Fra gen til produkt. lllustration af vejen fra den genetiske kode (DNA)
til produktet (protein). Til venstre ses et DNA-molekyle (rgdt), som er ved at fa
afleest sin genetiske kode af en RNA-polymerase (gren). Polymerasen produce-
rer et mRNA (blat), som er afskrift af den genetiske kode. mRNA bliver tjekket
for fejl af cellens kontrolsystem (illustreret ved en mand med lup), hvorefter
fejlfrit mRNA sendes til cellens proteinfabrikker.

Layout Ebbe Sloth Andersen.

RNA beskyttes

I hgjere organismer findes generne i cellernes kerner, mens pro-
teinsyntesen foregdr i det omkringliggende cytoplasma. mRNA
er det molekyle, der berer informationen fra generne i celle-
kernen ud i cytoplasma. Af hensyn til denne transport pakkes
mMRNA sammen med proteiner og danner herved de funktionel-
le mRNP-partikler. Alle omrader i cellen indeholder RNA-ned-
brydende enzymer, der gdelaegger ubeskyttede RNA-molekyler
og udseetter mRNA for konstant risiko for eliminering. Derfor
er et af de farste trin i normal dannelse af mMRNA pasatning af
beskyttende strukturer pa molekylets ender [4].

Selvom dannelse af mMRNP er et centralt trin i genekspres-
sionen, ved man kun lidt om kvalitetskontrol af denne proces.
Under studier af mRNA-dannelse i bageger gjorde vi den over-
raskende opdagelse, at korrekt pakning af mMRNA til mMRNP-
partikler er en forudsaetning for pasetning af en beskyttende
struktur, den sakaldte “polyA-hale”, pa mRNA-molekylets bag-
ende. PolyA-halen laves under den sakaldte polyadenylerings-
proces, som er et af de sidste trin far mMRNAet eksporteres til
cytoplasma. Defekter i mMRNP-pakningen har saledes en negativ
indflydelse pa beskyttelse af mMRNA og farer i sidste ende til
destruktion af defekte partikler.

Sammenhzeng mellem dérlige mRNPer og polyadenylering
Opdagelsen af denne mekanisme tog sin start via genetiske
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Figur 4. Stabilitet af darlige mRNPer over tid. A viser polyA-hale-dannelsen
ikke er tilsat ATP, hvilket forhindrer dannelsen af polyA-halen.
Modificeret fra [5].

studier. VVed at kombinere mutanter i THO-komplekset med mu-
terede proteiner, der normalt medvirker i syntesen af mMRNA,
opdagede vi en genetisk kobling mellem THO-proteinerne og
de polyA-hale-dannende proteiner.

For at undersgge denne kobling foretog vi forseg med prote-
inekstrakter fra ovennavnte gerstammer, der manglede dele af
THO-komplekset og undersggte, hvordan processeringen af
MRNAets bagende blev foretaget i THO-mutanter ift. normal
"vildtype”-geer.
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Figur 3. PolyA-hale-dannelse i THO-mutanter. Ekstrakter lavet fra T-mu-
tanter groet ved 25°C. Sammenlignet med vildtypeekstrakter (VT) ses det, at
THO-mutanterne tho2A (A betydende at genet er fjernet fra geergenomet) og
hprlA (bane 3 og 4) er darlige til at danne polyA-hale (radioaktivt band ud
for symbolet F====1A ).

Modificeret fra [5].

I dette forsgg blev protein ekstrakterne tilsat et stykke RNA,
som var radioaktivt maerket, sa vi kunne fglge klgvning og
efterfglgende polyadenylering af dette RNA (figur 3).

Til vores overraskelse viste det sig, at ekstrakter fra mutan-
ter, der ikke danner funktionelt THO-kompleks, kun foretog
meget svag syntese af polyA-halen sammenlignet med vildty-
peekstrakter (figur 3, sammenlign bane 3 og 4 med bane 2).
Ydermere viste det sig, at den totale mangde af RNA i THO-
mutantekstrakterne faldt sammenlignet med vildtypeekstrakt,
altsa bliver RNA som tilszttes til THO-mutantekstrakter
nedbrudt.

Langsom syntese af poly(A)-halen kvaler mRNAet
For yderligere at undersage i hvilken del af processeringspro-
cessen denne nedbrydning specifikt finder sted, foretog vi et
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for vildtype og THO-mutanten tho2A. B viser samme reaktion som A, hvor der

eksperimentelt tidsstudie (figur 4). Under dette forsgg gjorde vi
den spandende observation, at det tilsatte RNA forsvandt fra top-
bandet med samme hastighed i bade THO- og vildtypeekstrakter,
men i THO-mutanten var der meget mindre RNA i det band, der
indeholder mMRNA med pasat polyA-hale (figur 4 A). Nar vi kun
kiggede pa klgvning uden polyA-syntese, viste det sig, at begge
ekstrakter klgver med ens kinetik (figur 4 B). Dvs. at bade det
tilsatte RNA og det klgvningsprodukt, som dannes far polyade-
nylering, er stabile i begge ekstrakter, hvorimod det RNA, der
pasattes polyA-hale bliver nedbrudt. Vi konkluderer derfor, at
den ineffektive polyadenylering i THO-mutantekstrakter induce-
rer RNA-nedbrydning.
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Figur 5. Proteinniveau af de forskellige polyA-hale-dannende proteiner.
Niveauet af forskellige polyA-hale-dannende proteiner er blevet malt i en
THO-mutant og vildtype (VT)-ekstrakt. Det ses, at den eneste faktor, der er
pavirket af THO-mutationer, er Fiplp (indikeret med en pil).

Modificeret fra [5].

Dannelse af dérligt mRNP trigger odelzeggelse af et
polyadenyleringsprotein

For at finde ud af hvordan mutationer af THO-komplekset direkte
pavirker polyadenyleringsraten, sammenlignede vi maengderne
af de proteiner, som deltager i polyadenyleringen i THO-ekstrak-
terne med vildtypeekstrakt. Den eneste faktor der blev &ndret i
niveau er Fiplp (figur 5), som er kendt som proteinet, der danner
bro mellem det kompleks, der styrer dannelsen af poly(A)-halen,
og det protein som foretager selve syntesen af halen pa mRNPet.
Det giver derfor god mening, at et darligt mRNP, som dem vi
ser i THO-mutanterne vil give signal til nedbrydning af Fiplp og
dermed forhindre det poly(A)-hale-dannende protein i at blive
rekrutteret til mMRNAet. | sidste ende resulterer denne signa-
lering i en langsom syntese af polyA-halen med efterfglgende
RNA-destabilisering.

Med disse opdagelser melder sig nye spargsmal, som vi nu
forsgger at besvare. F.eks. hvilke molekyleere mekanismer ligger
til grund for denne regulering af Fiplp, og hvorfor farer ineffektiv
polyadenylering til nedbrydning af mRNPet.

I et mere overordnet perspektiv tyder vore fund pa, at mRNA-
kvalitetskontrol fungerer efter et strengt darwinistisk princip: kun
de bedst egnede mRNPer overlever. En sddan benhard elimine-
ring af ikke-optimalt biologisk materiale kan forekomme gdselt,
men sikrer formentlig en hgj grad af preecision i genekspression.
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r_Nyt om ~
....Flydende helium fylder 100 ér

For 100 ar siden, neermere betegnet den 10. juli 1908, kun
40 ar efter dets spektrallinje var blevet pavist i solen under
en solformarkelse, lykkedes det den hollandske fysiker Hei-
ke Kamerlingh Onnes at kondensere helium ved at nedkale
det til -269°C, som er lige under kogepunktet. Efter hydro-
gen er helium det mest almindelige grundstof i universet.
Hovedparten blev dannet umiddelbart efter the Big Bang,
men det dannes stadig fra hydrogen i stjerner ved fusion.
Hovedparten af helium produceres i USA, mens Algeriet er
den naststarste producer.

Carsten Christophersen

r_Nyt om ~
... Stinkende signalmolekyle

Gasserne nitrogenoxid (NO) og carbonmonoxid (CO) har
leenge veeret kendt som fysiologiske signalstoffer, og nu er
hydrogensulfid (H,S) optaget i dette eksklusive udvalg af
“gasotransmittere”. Under fysiologiske betingelser dannes
H,S af enzymet cystathionin y-lyase. Nar kodningen for
enzymet fjernes fra arveanlaegget hos mus, far de kraftigt
forhgjet blodtryk og blodkarrenes evne til udvidelse for-
ringes. Opdagelsen abner for forstaelse af grundleeggende
mekanismer for forhgjet blodtryk og dermed for mulighe-
derne for at finde nye behandlinger for denne ubehagelige og
udbredte lidelse.

Carsten Christophersen
Kilde
H,S as a Physiologic Vasorelaxant: Hypertension in Mice with Deletion of
Cystathione y-Lyase Guangdong Yang et al. Science 2008 Bind 322 side
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