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Baggrund:

Raske celler er afhaengige af den energi, der bliver produc-
eret som ATP-molekyler i mitokondrierne i den oxiderende
phosphorylerings-proces, der foregar i elektron-transport-
kaeden. I autoimmune og i kreeft-sygdomme er mitokon-
drierne ofte dysfunktionelle. I kraeftceller kan den normale
oxiderende phosphorylerings-proces veere andret til den
mindre effektive glykolyse. I den autoimmune sygdom
Type 1 diabetes bidrager mitokondriel dysfunktion til ned-
brydning af de insulinproducerende @-celler i bugspytkir-
tlen.

Vi har vist, at ved overudtryk af en bestemt form af en-
zymet Oligo-Adenylat Synthetase (OAS1-p42) gger vi mi-
tokondriets respiration, nar vi sammenligner med celler,
der overudtrykker en anden form af enzymet, nemlig
OAS1-p46 [1]. OAS1-p46 proteinet lokaliserer til intracel-
luleere membraner, bl.a. til mitokondriet, mens OAS1-p42
befinder sig i cytosolet [2]. En af forskellene mellem de to
former af OAS1 proteinet er den C-terminelle ende.
OAS1-p46 indeholder et prenylerings site (CaaX), som, Vi
har vist, er bestemmende for lokaliseringen af proteinet.
Udtrykket af OAS1 proteiner bliver induceret af Type 1 in-
terferon, og i humane celler er det genotypen og en alter-
nativ splejsning af OAS1 mRNA, der er afggrende for, om
cellen udtrykker enten OAS1-p42, OAS1-p46 eller begge
former efter tilseetning af interferon.

OAS enzymerne er en del af
Type 1 interferonsystemet
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Teknikker:

Basis for de fleste forsgg er forskellige typer af mammale
celler, som dyrkes i kultur. For at kunne undersgge protein-
ernes funktion, klones deres cDNA i vektorer, som tillader
overudtryk af proteinerne i cellerne efter transfektion. Eft-
erfglgende analyseres forskellige proteiner i enzymatiske
signhalveje, som f.eks. OAS1 (immunoblot analyser) og
RNAse L aktivitet (RNA degraderings analyse). Desuden
undersgger vi den subcellulzere lokalisering af proteinerne
| cellen med immunofluoresence cytokemi (mikroskopi) og
cellefraktionering (immunoblot analyser). Desuden kon-
struerer vi mutante former af proteinerne, som ogsa un-
dersgges efter overudtryk i cellerne efter transfektion.
Respirationen o0g intergriteten af mitokondrierne un-
dersgges med en Oroboros.

OAS1-p42 gger mitokondriets respiration mens
OAS-p46 ikke aendrer respirationen

Hela
Hela
20 - = 2 BN pcDNA3
N X X
= pd2 o
= 154 1 =1 pd6 5§'V$6s‘
& O M7
.5 R
2 s 46
8g OAS| w05
e X
T
T ctin | w= - -
Q_Ij illj 3 3 A
& + 2 \x
Ko

Projekter:
1. Har prenylering af OAS1-p46 den afggrende rolle for
den subcellulzere lokalisering af proteinet?
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2. Hvorledes &andrer mitokondriets funktion sig, nar

OAS1 proteinerne andrer subcellulaer lokalisering?

3. Kan vi ved brug af SSOer (splice skipping oligonukle-
otider) aandre den subcellulaere lokalisering af OAS1 pro-
teinerne?

4. Projekt: Folat-receptorens rolle I tumorvakst:
Konstruktion og analyse af knock-out FRo PyMT mus.
Hvorledes udvikler tumorerne sig i folinsyreberiget kost i
denne mus?
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OAS1-p42 er lokaliseret 1 cytoplasma og
OAS-p46 | mitokondrier

OAS1 antibody labeling Mitochondria (Mitotracker)
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