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BEVEZETES

A Prod fehérje

Kutatocsoportunk az ecetmuslica proliferation disrupter (prod) génjének funkcioit
vizsgalta. A prod gén egy 346 aminosavbol all6 DNS-k6t6 kromoszomalis fehérjét kodol,
mely megtaldlhatd a masodik ¢és harmadik kromoszomék centromer kornyéki
heterokromatinjan, tobb szaz eukromatikus lokuszon, valamint az Osszes telomeren. Blast
keresés alapjan a Prod fehérje a Drosophila genusra specifikus.

Legeldszor a fehérje heterokromatikus funkciojat sikeriilt felderiteni (T6rok és mtsai.,
2000). A Prod fehérje erésen kotddik a masodik és harmadik kromoszoémak centromerét
hatarolé centromerikus heterokromatinhoz, azon beliil is egy 1,686 g/cm® fajsilya 10 bp-0s
szatellita (ProdSat) DNS ismétlédéshez, amely mintegy 2 Mbp hosszusagi blokkokat alkot
mindkét kromoszoman (1. abra). A homozigota prod null mutacio késéi larva allapota
letalitast okoz. A mutans larvak mitotikus sejtjei csokkent mitotikus indexet, anafazisos
hibdkat és kromoszoma kondenzicidos hibakat mutatnak. Ezek a fenotipusok minden
bizonnyal a Prod fehérje ProdSat-rol valo hianyanak tudhatok be (T6rok és mtsai., 1997). Az
organizmus szintjén ez az osztédoképes szovetek alulfejlettségében ¢€s nagymértékii
sejthaldlozédsdban mutatkozik meg, ami végsé soron a larvak pusztuldsdhoz vezet. A
géntermék minden sejtben sziikséges, de a prod mutansok embriogenezisét a nagy

mennyiségll anyai eredetii géntermék lehetové teszi (Torok és mtsai., 1997).

2L eukromatin 2R eukromatin >
(AAGAG)n L1
(AAGAGAG)n LI (I—
(AAGAC)n
(AATAACATAGIN L— U 2Mbp Prod kot6 szakasz

(AATAG)N L

1. dbra. A Prod fehérje (piros festés a baloldali abran) mitdzis sordn a 2. és 3.
kromoszomak centromerjeinek kozelében lokalizalt, ahol a ProdSat ismétlddo
szekvencidkhoz ko6tédik, melynek eloszlasat a 2. kromoszoméan a jobboldali &bra

mutatja.



A Prod a ProdSat heterokromatinon kozvetleniil, gyenge affinitassal és szekvencia-
specificitassal, kooperativan koti a DNS-t (Torok és mtsai., 2000). Nincs jol jellemezhetd
DNS-kot6 doménje, a fehérje 2/3-a sziikséges a DNS kotéséhez. Kisérleteink szerint, ha a
fehérje N-terminalis 74 aminosava hianyzik, a szekvencia-specificitas elvész, de a kooperativ
DNS-kotés képessége megmarad (Torok és mtsai., 2000). Ez arra utal, hogy a kooperativ
fehérje-fehérje kolesonhatas nélkiilozhetetlen lehet a DNS-kotéshez, melynek igen alacsony a
szekvencia-specifitasa. A fehérje kozepén egyetlen coiled-coil domén azonosithatd, ami
tipikus fehérje interakcios domén, és valosziniileg ez lehet felels a kooperativ interakciokért.

Szekvencia analizis alapjan a Prod gén regulator szakasza nagy valdszintiségii PRE-t
(Polycomb Response Element) tartalmaz, vagyis a Polycomb csoport tagjai részt vehetnek a
Prod finom regulacidjaban (Ringrose és mtsai.,, 2003). Mivel a Polycomb fehérjék
kozismerten egymas regulatorai, ez alapjan esetleg a Prod is része lehet valamely Polycomb

komplexnek.

A ProdSat-on kiviil a fehérje tobb mint 400 eukromatikus helyen is kimutathato

immunfestéssel (2. abra).

2. abra Ecetmuslica larva nyalmirigy
politén kromoszémajanak Prod festése.
A DNS propidium-jodiddal (piros), a
Prod fluoreszceinnel (zold) festett, ezért
a Prod fehérje az interband régiokban
z6ld, a nagyobb DNS tartalmt band
régiokban pedig sarga szinnel festodik a

kromoszéman.

A fehérje eukromatikus lokuszokon betdltott szerepét szamos kisérlettel probaltuk
vizsgalni, de egyik sem hozott szamottevé eredményt, pedig tobb adat is alatamasztja a
fehérje fontos szerepét az eukromatinon. Ezek koziil az egyik leglényegesebb az evolucios
bizonyiték. A Drosophila melanogaster-rel legkdzelebbi rokon fajokban (D. mauritiana és D.
simulans) a 99%-ban azonos szekvenciaji géntermék kizardlag az eukromatinhoz kotddik,
mivel ezen fajokban hianyzik a D. melanogaster-nél meglévé ProdSat szatellita szekvencia
(Csink és Henikoff, 1998) (3. abra).



-~

D. melanogaster simulans

3. abra. A Prod fehérje eloszlasa rokon Drosophila fajok diploid koromoszomain
(DAPI — kék; Prod — sarga). D. simulans-bol (és D. mauritiana-bol) hianyzik a
heterokromatikus ProdSat célszekvencia, ezért nem mutatnak Prod halmozoddast a
centromer kozelében (nyilhegyek), de a kromoszoéma karok sargas pottyozottsége

jelzi, hogy az eukromatikus kotéhelyek megvannak (Csink és Henikoff, 1998).

Ez alapjan ezen fajokban a Prod fehérjének nincs heterokromatikus funkciodja, csakis
eukromatikus, ami evoltcidsan elsddleges kellett hogy legyen. Az eukromatikus kotohelyek
D. melanogaster-ben a rokon fajokhoz hasonld kromoszomalis eloszlast mutatnak (Csink és
Henikoff, 1998). A Prod fehérje tultermelése D. melanogasterben kifejez6dési mintazattol
fliggden sulyos fejlodési rendellenességeket, vagy letalitast okoz (4. abra), ami nem
magyarazhato osztodasi hibakkal, csakis génmiikodési hibakkal (Torok és mtsai., 1997) (nem
kozolt eredmény). Szomatikus mutans klonokban megfigyelhetd rendellenességek sem
kizardlag osztdodasi hibdra utalnak, sulyos differencialodéasi hibak is megfigyelheték, ami

megint csak eukromatikus funkciora utal (T6rok és mtsai., 1997).



4. abra. A Prod fehérje thltermeltetése ecetmuslica fejben. Vad tipushoz (A)

hasonlitva jol lathaté enyhébb (B) és komolyabb (C) fejlédési rendellenességek
figyelhetoek meg, ha a Prod fehérjét eyeless promoter segitségével fejben

taltermeltetjiik (Torok, nem kozolt eredmény).

A Prod fehérje és a Trithorax-like gén altal kodolt transzkripcios aktivator, a GAGA
faktor egymashoz hasonld citologiai eloszlast mutat a sejtciklus soran (Csink és Henikoff,
1998; Platero és mtsai., 1998; Raff és mtsai., 1994). Interfazisos kromoszémakon mindkét
fehérje elsdsorban az eukromatinon talalhato, ahol génszabalyoz6 szerepiik lehet, mig mitdzis
soran mindkettd a pericentrikus szatellitdk kotohelyeire vandorol, ahol nélkiilozhetetlenek a

rajuk jellemzé specifikus pericentrikus heterokromatin szekvenciak kondenzacidjahoz, ami

elengedhetetlen a centromer megfelelé miikodéséhez (Platero és mtsai., 1998).

A telomer

Mivel a jelen dolgozatban kozolt eredmények elsésorban a Prod fehérje telomerikus
funkcidjara vonatkoznak, ezért roviden bemutatom a telomerek altalanos szerkezetét és
funkcidjat, majd részletesen ismertetem, hogy mit tudunk az ecetmuslica sajatos telomer
szerkezetérdl.

Az eukariota telomerek olyan nukleoprotein komplexek, melyek védik a lineéris
kromoszomak végeit a degradaciotol és a fuzidtol, valamint kiegyensulyozzék a tokéletlen
replikacio természetébdl adodo rovidiilést. A telomerek megfelelé mikodése a telomerikus

ismétlédések hosszatol és a hozzajuk kapcsoldodo fehérje komplexektdl fiigg.
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A kromoszomak legvégsd része a ,,cap”, melyre az életképesség szempontjabol
minden kromoszomavégen sziikség van. Szamos fehérje alkotja ezt a strukturat, melyek a
telomerazzal rendelkez6 eukaridta él6lényekben fajtol fliggéen terminalis DNS szekvenciat
ismernek fel, bar néhany tagjuk szekvenciatol fiiggetlentil is kapcsolodhat a DNS-hez (Mason
¢és mtsai., 2008). Ha a telomerek nincsenek megfeleléen ,,sapkazva” (capping), semmi nem
kiilonbozteti meg Oket egy kettds szalii kromoszomatorést6l, ami a hiba kijavitasaig a
sejtciklus megakasztasahoz és apoptozishoz is vezethet (Mason és mtsai., 2008). Human
telomereken (5. abra) a telomeraz altal szintetizalt TTAGGG ismétlddések visszahajolva t-
loop-ot képeznek, amit cap fehérjék stabilizalnak (pl.: TRF1l, TRF2, RAPl). Ez az
ugynevezett ,shelterin” komplex védi meg a kromoszomavéget a DNS repair rendszertol,
valamint szabalyozza a telomeraz hozzaférését a telomerhez (Chan és Blackburn, 2002).

A telomerek minden sejtosztodéassal rovidebbek lesznek, aminek az oka az, hogy a
DNS polimerazok nem képesek a 3°—35’ iranya szintézisre, igy a lemarad6 szalon a polimeraz
képtelen lecserélni az utols6 RNS primer nukleotidjait. Ezért minden linearis kromoszémaval
rendelkezd ¢€l6lénynek sziiksége van egy specidlis folyamatra, mely kiegésziti a
kromoszoémavégeket, mieldtt azok végzetesen lerdvidiilnének. Ezt a kromoszémavégek
replikacidjabol adoédod problémét a legtobb organizmusban a telomerdz enzim oldja meg
(Mason ¢és mtsai., 2008). Ez a reverz transzkriptaiz rovid (5-10 bp), G+T-gazdag
ismétlodésekkel toldja meg a kromoszomavégeket fajra jellemzé RNS templatot hasznalva
(Pardue és DeBaryshe, 2003). Tobbsejtli eukaridta élélényekben kromoszomavégenként
jellemzden 10-15 kb hosszl ez a telomerikus ismétlddésekbdl allo szakasz.

A telomerazzal rendelkezd organizmusok egyéb modon is képesek meghosszabbitani a
telomeriiket, egy rekombinacio alapia mechanizmussal, génkonverzioval egészithetik ki vagy
potolhatjak a hianyzo telomer szekvenciakat (Pardue és DeBaryshe, 2003).

A telomeraz altal létrehozott repetitiv. DNS szakasz mellett a telomerek masik
jellemzdje a szintén repetitiv blokkokbol allo TAS (telomere-associated sequences) is, melyet
szubtelomerikus repetitiv régionak is neveznek. Elrendezddése és szekvenciaja fajonként
eltérd, de egyazon sejt kiilonb6z6 telomerein is valtozo Osszetételi (Pryde és mtsai., 1997).

A telomerek feladata nem mertil ki pusztdn a kromoszomavégek védelmében. Fontos
szerepet tolthetnek be a ,,sejtkarbantartas”, dregedés, genomstabilitas vagy az karcinogenezis
folyamataban is (Cenci és mtsai., 2005; Chan és Blackburn, 2002; Schoeftner és Blasco,

2009), ennek mechanizmusa azonban még nem ismert.



Az ecetmuslica telomere

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) és mas Drosophila fajok kromoszomavégei
telomeraz altal létrehozott ismétlddések helyett telomer-specifikus retrotranszpozonokat
tartalmaznak (Pardue és DeBaryshe, 2003). Az ecetmuslicabdl a telomeraz enzim teljesen
hianyzik, igy a telomer harom, non-LTR (terminalis ismétlédést nem  tartalmazo)
retrotranszpozon, a HeT-A, TART és TAHRE (tovabbiakban HTT) elemek kromoszémavégre
hosszabbodik (Mason ¢és Biessmann, 1995; Melnikova és mtsai., 2005; Pardue és DeBaryshe,
2003) (6. és 7. abra). Szerkezetileg az ecetmuslicaban is harom telomerikus domént tudunk
megkiilonboztetni: a kromoszoémalis DNS molekula szabad végét; a retrotranszpozon
ismétlédést (HTT sor), valamint a szubtelomerikus heterokromatint, mas néven TAS-t
(Biessmann és mtsai., 2005a). Bar a telomerikus DNS szekvenciak jol jellemzettek, a

hozzéjuk kapcsol6do kromatin fehérjékrdl szerzett tudasunk még messze nem teljes.

Drosophila
E_A-A—A@_
Cap HeT-A,TART, TAHRE TAS Eukromatin

(HTT)sor

Human

50000 ST ——

[\

Shelterin TAS Eukromatin

5. abra. A Drosophila ¢és az emlés telomerek altalanos szerkezetének
Osszehasonlitasa. Ecetmuslicaban a capping komplex (kék négyzet) fehérjéi
szekvencia-specificitas nélkiil kotédnek a kromoszoma végéhez. A HTT sort a harom
telomer-specifikus non-LTR retrotranszpozon tandem ismétlédései alkotjak, melyek
oligo(A) farka (A-val jelolve) mindig a centomer felé néz. Ez a domén eukromatikus

szerkezetii, és olyan fehérjék kapcsolodnak ide (z6ld téglalap), amelyek



megtalalhatéak mas kromoszéma szakaszokon is. A szubtelomerikus ismétlodések

(TAS) heterokromatikus szerkezetiiek, (narancssarga ovalis), amely kiterjed a HTT

“ ey

ismétloddések t-loop strukturat alkotnak, amit specialis fehérjék stabilizalnak (vOros
ovalis). A telomerikus repeatekhez kotddo fehérjék (lila ovalis) heterokromatikus
csendesité komplexet képeznek (telosome/shelterin), ami a TAS régiora is raterjedhet.
Ebben az esetben az egész telomer szorosan csomagolt, heterokromatikus szerkezetii
(Mason és mtsai., 2008).

Egy generacidé alatt az ecetmuslica telomerek 70-75 nukleotiddal rovidiilnek,
(Biessmann és Mason, 1988), mig egy teljes méretli retrotranszpozon beépiilése tobb ezer
bazisparos hosszabbodashoz vezet. Ezért a normalis telomerhossz fenntartasa a transzpoziciok
szigoru szabalyozasat koveteli. A hdrom kiilonboz6é HTT elem beépiilésének lehetdsége és a
kromoszomavég fokozatos degradacioja valtozatos terminalis nukleotid szekvenciakat
eredményez kiilonb6z6 egyedekben ¢és ugyanazon egyed kiillonbozé sejtjeiben is. A
kromoszoémavégek szekvenciainak valtozatossaga is megkiilonbozteti az ecetmuslica telomert
a telomeraz altal fenntartott telomerektdl. Még nem tisztazott, hogy a Drosophila telomer 3’

tilnytlo vége a gerinces telomerekhez hasonlo t-loop szerkezetet alakit-e Ki.

(A) Terminalis kromoszéma capping komplex: Az ecetmuslica kromoszomak szabad

végei természetes allapotban telomerikus retrotranszpozonokban végzédnek (Biessmann és
mtsai., 1993). Ezek a retrotranszpozonok azonban nem létfontossagiak a kromoszémavégek
szerkezeti integritdsdhoz, mivel a termindlisan deletdlt kromoszémak, végzddjenek azok
barmilyen szekvenciaval, képesek a termindlis komoszoma capping fehérje komplex
megkotésére, amely a szabad végeket stabilizélja, igy a terminélisan deletalt kromoszémak is
funkcioképesek maradnak és stabilan atéroklédnek (Biessmann és mtsai., 1990; Biessmann és
Mason, 1988). A nagyszamu fehérjébdl allo terminalis capping komplex megvédi a
kromoszomavéget attol, hogy azt a DNS repair mechanizmus kettds szalu torésként ismerje
fel. Human telomeren ez a komplex a telomeraz enzim altal képzett TTAGGG szekvenciaju
terminalis ismétlédésekhez kotddik, mig ecetmuslicaban szekvencia-specifitas nélkiil
kapcsolodik a kromoszomavégekhez. A capping komplex komponenseinek hidnyaban (pl.
ezen fehérjéket kodolod gének muticidja miatt) a kromoszoémavégek védtelenné valnak, mely
telomer-telomer fiziot mutatd anafazis hidak kialakulasahoz és sejthalalhoz vezet (Cenci és

mtsai., 2005). A komplex fehérjéit a késébbiekben ismertetem.



(B) A retrotranszpozon sor (HTT): A Drosophilidae csaladra jellemzé egyedi domén.
Mindharom HTT sort alkotd retrotranszpozon (HeT-A, TART, TAHRE) a LINE (long

interspersed nucleic elements) tipust retroelemek kozé tartozik (Arkhipova és Morrison,
2001), de hianyzik bel6liik a tobbi retrotranszpozonra jellemz6 hosszu terminalis ismétlodés
(LTR). A harom retroelem (6. abra) kiilonboz6 Osszetételben talalhato meg az ecetmuslica
telomerein. A leggyakoribb a reverz transzkriptazt nem kodolo HeT-A retrotranszpozon,
amelybdl kb. 30 kopia van jelen a Drosophila genomban, a reverz transzkriptazt kodolo TART
(telomere-associated retrotransposon) elembdl atlagosan 10 példany talalhato (Abad és mtsai.,
2004a; George ¢és mtsai., 2006; Levis és mtsai., 1993; Sheen és Levis, 1994), a TAHRE
(telomere-associated and HeT-A-related element) elembdl minddssze négy kopiat tartalmaz az
atlagos genom és abbdl is csak egy teljes méretli (Abad és mtsai., 2004a, b).

A telomerek szamos 5’ végen csonkolt elemet is hordoznak, ami vagy a reverz
transzkriptaz korai leallaséval, vagy a kovetkezo retroelem korai, a replikacio befejezte eldtti
beépiilésével magyarazhato. A TART és TAHRE elemek (leghosszabb kopiajuk ~16 kb, illetve
~11 kb méretit) két open reading frame-et (ORF), valamint kiterjedt 5° és 3’ nem kodold
régiokat tartalmaznak. Az els6 ORF egy cink-ujj fehérjét kodol, ami a retroviralis RNS-kotd
GAG fehérje homologja (Pardue és mtsai., 1996). A masodik ORF altal kodolt fehérje
endonukledz és reverz transzkriptaz doménnel rendelkezik. A TART és TAHRE elem masodik
ORF-je nagyfoku hasonlosagot mutat. A HeT-A retrotranszpozon (~6 kb) erés homologja a
TAHRE elemnek (kiilénosen a 3’ és 5° nem transzlalodo régiok), azonban hianyzik beldle a
masodik, reverz transzkriptazt kodol6 ORF. Igy a HeT-A egy nem-autoném elemnek
tekinthetd, amely valdsziniileg az autondom TAHRE retrotranszpozonbol keletkezett, és
A HeT-A és TAHRE elemek prométere a 3’UTR (untranslated region — nem atirodo régio)
szakaszuk utols6 600 bp szakaszan talalhatd, ami rendhagyd moéodon a szomszédos elem
szekvenciainak atirasat iranyitja (Danilevskaya és mtsai., 1997; Kahn ¢és mtsai., 2000). A
TART elemen tobb promotert is azonositottak az elem mindkét szalan (Danilevskaya és

mtsai., 1999; Maxwell és mtsai., 2006).
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HeT-A_ 6 kb
(T _GAGORF [ ST UIR__ [AAMAAA

TAHRE, 10 kb

CCACORT (RO 5 Ot (Braana

TART, 11-13 kb

CcAcoRr (NEREORER  SUTR  TArassa

6. abra. A harom telomerikus retrotranszpozon (HeT-A, TAHRE, TART)
Osszehasonlitasa. Mindharom elem legalabb 3 kb hosszu 3° UTR szakaszt hordoz. Az
elemek a 3° oligo(A) faroknal (AAAAAA) fogva kapcsolodnak a
kromoszomavégekhez (Capkova Frydrychova és mtsai., 2008).

A HTT domént nyiltabb, eukromatin-szerti szerkezet jellemzi (Biessmann és mtsai.,
2005b). A retrotranszpozon sor hosszat és Osszetételét tekintve jelent6s kiilonbség lehet az
egyes kromoszomavégek ¢€s egyes torzsek kozott is, de a telomerek hossza egy bizonyos
hatarig genetikailag szabalyozott az ecetmuslicaban is (Abad és mtsai., 2004a; Biessmann ¢és
mtsai., 1997; Walter és mtsai., 1995). A hosszkiilonbségek jelentdsége és kovetkezményei
még nem tisztdzottak, de a tulzottan hossza HTT sor csokkenti az allat termékenységét

(Walter és mtsai., 2007).

(C) A szubtelomerikus repetitiv régid (TAS): A szubtelomerikus ismétlddd szakasz

(TAS) - amely a HTT doménnel kozvetleniil szomszédos ¢és attdl proximalis iranyban
helyezkedik el - 15-26 kb hosszusagu, és komplex ismétlodo szekvencia blokkokbol all (Abad
¢s mtsai., 2004a; Mason és mtsai., 2003b), melyek kromoszémanként némileg eltérnek
(Karpen és Spradling, 1992; Walter és mitsai.,, 1995). A TAS szorosan csomagolt
heterokromatikus kromatinszerkezetére utal, hogy csokkenti a doménbe inszertalddott marker
gének aktivitasat. Ezen telomerikus transzgének kifejezédése gyakran hasonlé a pericentrikus
heterokromatin kozelébe keriilt eukromatikus gének pozicio effektus variegacio (PEV)
fenotipusahoz. A telomeren fellépé ilyenfajta géncsendesitést Telomerikus Pozicidé Effektus-
nak (TPE) nevezik. A TAS pontos funkcidja kevéssé tisztazott, valoszinileg a HTT
retrotranszpozonok aktivitasat befolyasolja, illetve elszigeteli a telomert a kromoszéoma tobbi

részetol.
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Telomer hosszabbodas modjai

A Drosophila telomer szokatlan szerkezete felveti a kérdést, hogy a terminalis
retrotranszpozonok aktivitasa hogyan szabalyozodik. A csokkent aktivitas egyre rovidebb
telomert, végiil a legkiilsébb eukromatikus gének elvesztését eredményezi, mig a fokozott
aktivitas hosszabb telomerek kialakuldsahoz vezet, ami szintén karos kovetkezményekkel jar
(Walter és mtsai., 2007).
transzpozon transzkripcidja, melyet a szomszédos (upstream) HeT-A elem 3’ UTR szakaszan
talalhatd promoter irdnyit. A transzkriptum kilépve a sejtmagbdl mRNS-ként szolgal a kodolt
kotédik, majd harom sejtmagi lokalizacios szignalja biztositja, hogy a GAG-RNS komplex
visszajusson a sejtmagba (Rashkova és mtsai.,, 2002a; Rashkova és mtsai.,, 2002b). A
kromoszdémavéghez torténd dokkolas a GAG-fehérje és a terminalis capping komplex kozotti
fehérje-fehérje kolcsonhatas segitségével mehet végbe. A kromoszoémavégi szabad 3’ véghez
kapcsolodd RNS templatként szolgal a reverz transzkriptdz szamara, amely a HeT-A mRNS-t
egyszali DNS-s¢é irja at. A masodik szal szintézisét a DNS repair rendszer végzi, és ezzel
befejezi az 1 retrotranszpozon beépitését. A telomerikus traszpozonok mutdciok miatti
fokozatos inaktivaciojat a funkcionalis GAG-ORF-fel rendelkezd elemek pozitiv szelekcidja

akadalyozhatja meg (Abad és mtsai., 2004a; Biessmann és mtsai., 1992a).
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Sejtmag Citoplazma

. JR— > !
—

Transzkripcié

——
—

ﬂ Transzlacio

GAG - mRNS
kotddés

Masodik szal
szintézise

Reverz
transzkripcio I

A p——

Dokkolas

7. abra. Retrotranszpozicio altali telomer hosszabbodas sejtmagi és citoplazmatikus
eseményei ecetmuslicaban (Mason és mtsai., 2008). Részletes magyarazatot lasd a

szovegben.

Néhany kisérleti adat arra utal, hogy a telomerikus retrotranszpozonok aktivitasat RNS
interferencian (RNSi) alapuldé mechanizmusok is szabalyozhatjak az mRNS mennyiségének
befolyasolasaval, kiilonosen a TART elem esetén, melynek mindkét szalarl képzodik
transzkriptum (Danilevskaya és mtsai., 1999; Walter és Biessmann, 2004). A TART és HeT-A
elemek transzkriptum szintje ugyanis megemelkedik a csiravonalban néhany RNSi-
utvonalban szerepet jatszo gén, mint példaul a spn-E (RNS helikaz) és az aub (Argonaute
csalad) mutacidja esetén (Savitsky és mtsai., 2006). Ez az emelkedett transzkriptum szint
~100-szorosara emelte az uj TART transzpozicidok szamat egy torott X kromoszoémavégre, de
nem volt hatassal a HeT-A beépiilések gyakorisagara. Meglepé modon a magasabb HeT-A és
TART transzkriptum szintek ellenére sem a spn-E, sem az aub mutansoknak sincs
¢szrevehetéen hosszabb HTT szakasza (Melnikova és mtsai., 2005). Ennek oka vélhetéen az,
hogy egy bizonyos hosszt elért telomerek (valoszintileg a t-loop szerkezet miatt) védetté

valnak a tovabbi transzpozicios hosszabbodassal szemben.
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Torott X kromoszomavégek tanulmanyozasakor a retroelem transzpozicio mellett
terminalis génkonverziot is megfigyeltek. Génkonverzié esetén a teljes hosszusagi X
homolégrol keriilt 4t szekvencia a torott X végre. Capkova Frydrychova és mtsai eredményei
szerint ily médon atlagosan 2,7 kb nagysagi darabbal hosszabbodott a toérétt vég (Capkova
Frydrychova és mtsai., 2008). Bar a telomer hosszabbodas f6 mechanizmusanak tovabbra is a
retrotranszpoziciot tartjdk, a fenti eredmények azt mutatjdk, hogy a termindlis

génkonverzidnak is jelentds szerepe lehet ebben a folyamatban.

Telomerikus fehérjék

A fent vazolt telomerikus domének nem csak a DNS szekvencia, hanem a hozzajuk
kapcsolodo kromatin fehérjék szintjén is elkiilonithetéek. Hogy megértsiikk a telomerhossz
szabalyozasanak mechanizmusat, elengedhetetlen a telomer kromatin szerkezetének és fehérje

Osszetételének ismerete.

Genetikai ¢és citologiai modszerekkel a terminalis capping komplexet alkotod fehérjék
koziil azonositottak a legtobbet. A komplex legfébb alkotdi a HP1 (Heterochromatin Protein
1) és a HOAP (HP1-ORC-Associated Protein), melyek clengedhetetlenek a kromoszéma
stabilitasahoz (Andreyeva és mtsai., 2005; Cenci és mtsai., 2003; Fanti és mtsai., 1998; Fanti
¢és Pimpinelli, 2008; Shareef és mtsai., 2001). A Su(var)205 gén altal kodolt HP1 fehérje a
kromoszomavég védelmében, a telomerhossz homeosztazisdban és a telomerikus
retrotranszpozonok transzkripcionalis represszidjaban is szerepet jatszik (Perrini és mtsai.,
2004; Savitsky ¢és mtsai.,, 2002). A Su(var)205 mutansokban megemelkedik a HeT-A
transzkriptum szintje, amit annak tulajdonitanak, hogy a HP1 kis mennyiségben a HTT
doménen is kimutathatd és transzkripcids represszorként viselkedik, a Su(var)205
mutansokban pedig ez a represszor aktivitas lecsokken (Frydrychova és mitsai., 2008).
Ugyanezen mutdnsokban nd a telomerek hossza is, mivel megemelkedd HTT transzkripcid
mellett a capping funkcié is sériil, ami megndvekedett mértékli retrotranszpozicidhoz,
terminalis génkonverzidhoz €s hosszabb telomerek kialakulasahoz vezethet (Savitsky és
mtsai., 2002; Torok és mtsai., 2007). A HP1 a kromoszoémavégeken kozvetleniil koti a DNS-,
mig a kromoszomalis kot6helyeken a hiszton H3 metilalt formajahoz (H3K9me3)
kapcsolodva hoz létre repressziv kromatinszerkezetet (Perrini és mtsai.,, 2004). A cap-et

alkotd fehérjék hianyaban telomer fizio alakul ki, ami mitdzis hibdkat eredményez. Ezen
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jellegzetes mitotikus mutans fenotipus segitségével azonositottak a cap-et alkotd legtobb
fehérjét, igy a HiPHop (HP1-HOAP-interacting protein) (Gao és mtsai., 2010), a Moi
(Modigliani) (Komonyi és mtsai., 2009; Raffa és mtsai., 2009), a Ver (Verrocchio) (Raffa és
mtsai., 2010), az ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (Bi és mtsai., 2004), a Woc (Without
Children) (Raffa ¢és mtsai.,, 2005) fehérjéket, valamint az MRN komplexet
(Mrell/Rad50/Nbs) (Bi és mtsai., 2005; Bi és mtsai., 2004; Ciapponi és mtsai., 2004).

A TAS-hoz kapcsolddé fehérjék koziil csak néhanyat azonositottak (PC, E(z)), melyek
a Polycomb-csoport (PcG) tagjai. Ezek a transzkripcios represszorok azonban nem talalhatoak
meg az Osszes telomeren (Andreyeva és mtsai., 2005; Boivin és mtsai., 2003). Mivel a TAS
TPE-t okoz (Cryderman és mtsai., 1999; Golubovsky és mtsai., 2001; Mason és mtsai.,
2003b), ezért a variegaciot befolyasold mutaciok tovabbi vizsgalataval minden bizonnyal
ujabb TAS-koto fehérjék génjei azonosithatoak. Immunlokalizacié alapjan a TAS régiorol
hianyzik a heterokromatinra jellemz6 HP1 fehérje és a H3K9me3 hiszton modosulas, melyek
a centromer kornyéki heterokromatin kialakitasaban fontos szerepet jatszanak (Andreyeva és
mtsai., 2005). A hianyuk arra enged kovetkeztetni, hogy a TPE és a PEV eltéré genetikai

szabalyozas alatt allhat.

A HTT sorhoz kapcsolodo fehérjéket nehéz azonositani, mert a capping komplex és a
TAS fehérjéivel ellentétben a HTT-kotd fehérjék génjeinek nincs megjosolhatd mutans
fenotipusa, ami egy hatasos genetikai sziirés eldfeltétele lenne. Ezért az egyik lehetséges
modszer az immunfestéssel telomerikus lokalizaciét mutaté kromoszémalis fehérjék
vizsgalata. 1ly modon eddig harom HTT-kot6 fehérje keriilt azonositasra, a Prod, a Z4 és a
JIL-1 (Andreyeva és mitsai., 2005), melyek mindegyike nagyszamu egyéb kromoszomalis
lokuszon is megtalalhato a Drosophila genomban. Ezek mellett a cap alkot6 HP1 kis
koncentracioban ugyan, de a HTT ¢és a TAS doménen is kimutathato kromatin

immunprecipitacioval (Frydrychova és mtsai., 2008).

A Z4 fehérjét a putzig (pzg) gén kodolja. A fehérje hét DNS-kot6 cink-ujjat tartalmaz,
és az oOridskromoszomak interband régidira specifikus kotddési mintdzatot mutat. A pzg
mutansok a PEV haplo-szuppresszorai és triplo-enhanszerei (Eggert és mtsai., 2004), ami arra
utal, hogy a géntermék a heterokromatin szervezédésében vesz részt. A pzg mutansok politén
kromoszomainak morfologiaja rendellenesen alulkondenzalt (Eggert és mtsai.,, 2004). A

mutans fenotipusok alapjan a Z4 fehérje a kromatin csomagolodasaban jatszhat szerepet és
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olyan hataroloelemekhez kapcsolodhat, amelyek kiilonb6zé kondenzaltsagi doméneket
valasztanak el. Ennek némileg ellentmond, hogy a Z4 fehérje jelenlétét két olyan fehérje
komplexben is leirtak melyek nyitott kromatinszerkezetet hoznak létre, a TRF2/DREF
(Hochheimer és mtsai., 2002) és NURF (Kugler és Nagel, 2010) komplexekben. A
TRF2/DREF (TATA-binding protein-related factor 2 és DNA replication-related element
factor) komplex mag promotereket ismer fel és aktivalja a célgének transzkripcidjat
(Matsukage és mtsai., 2008), mig a NURF (nucleosome remodeling factor) komplex a

nukleoszéma atépitést és elcsuszast katalizalja (Badenhorst és mtsai., 2002).

A JIL-1 kinaz a H3 hisztont foszforilalja a 10. pozicidoban 1év6 szerinen (Zhang és
mtsai., 2006). A fehérje szerepe a nyitott kromatinszerkezet fenntartasa, amit jol tiikroznek a
mutans fenotipusok, ugyanis a csokkent JIL-1 miikodést okozd mutaciok a politén

crer

mtsai., 2005) és a PEV enhanszerei is (Bao és mtsai., 2007).

A telomereken jelenlévd hisztonmodosulasokat (Mason és mtsai., 2008) vizsgaltak. A
kiilonboz6 hisztonmodosulatok a kromatin epigenetikus markerei lehetnek, melyek dontd
moddon meghatarozzak a kromatinhoz kot6do fehérjéket, és a kromatin szerkezetét. Példaul a
4. pozicidban 1évé lizin aminosavon trimetilalt H3 hiszton (H3K4me3) transzkripcionalisan
aktiv kromatint jelol, mig a H3K9me3 és a H3K27me3 az inaktiv kromatin markerei. Politén
kromoszémakon végzett immunhisztokémiai vizsgalat alapjan H3K9me3 modosulas -
amelyhez a HP1 fehérje is kotddik - a HTT doménen megtalalhatdé mig a TAS-on nem,
ellenben a H3K27me3 a HTT-r6l hianyzik, de a TAS-on és a cap-en jelen van. A
heterokromatinra jellemz6 acetilalt hiszton (H4K12ac) nincs jelen a telomereken, de a
H3K4me3 megtalalhato a HTT soron, vagyis a HTT domén egyarant tartalmaz eukromatikus

¢s heterokromatikus kromatin allapotokra jellemz6 modosulasokat.
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CELKITUZESEK

Az ecetmuslica proliferation disrupter génje altal kodolt Prod fehérje esszencialis
szerepet tolt be a kromoszoma megfeleld csomagolodasaban, hidnya letalitast okoz. Ez a
kromoszémalis fehérje a centromer kornyéki heterokromatin mellett tobb szaz eukromatikus
helyen és az Osszes telomeren is megtalalhatd. A Prod heterokromatikus funkciojat
csoportunk korabban feltarta, tovabbi célunk a Prod eukromatikus 16kuszokon és telomereken
betoltott szerepének tisztazasa volt. Az eukromatikus Prod-kotd szekvencia keresését célzo
kisérletek kudarcat kdvetéen munkank fokuszaba a fehérje telomerikus jelenlétének vizsgalata
keriilt, melybe egy ismert telomer szakért6, Dr. Harald Biessmann kutatocsoportja is
bekapcsolddott.

Célul thztik ki azon telomerikus domén azonositasat, melyhez a Prod kotédik. Mivel a
Prod-ot specifikusan koté ProdSat DNS szekvencia a centromerikus heterokromatinon kiviil
mashol nem talalhato meg a genomban, feltételeztiik, hogy a Prod telomerikus kotddése is
elsésorban fehérje-fehérje interakciokon keresztiil valoésul meg. Mivel a prod mutacio
fenotipusat dontéen megszabja a fehérje centromer kozeli Szerepe, ezért a telomerikus
funkciot foként sejtbiologiai, molekularis bioldgiai és biokémiai modszerekkel terveztiik
azonositani.

Mivel a Prod mind az eukromatinon mind a telomeren nagy valosziniiséggel fehérje
komplexek része, ezért célul thztik ki Prod-dal kolcsonhatod fehérje partnerek azonositasat
¢lesztd két-hibrid sziiréssel, majd az interakciok biokémiai és sejtbiologiai modszerekkel
torténd igazolasaval.

A Prod fehérje telomerikus szerepének tisztazasa hozzajarulhat a telomer

milkodésének és a kromatin szervez6désének mélyebb megértéséhez.

17



ANYAGOK ES MODSZEREK

Drosophila torzsek

A kovetkezd torzseket a  bloomingtoni torzskdzpontbol —szereztik  be:
Su(var)205%/Cy0O, mely egy pontmutaciét hordoz a HP1 kromodoménjében (Eissenberg és
mtsai., 1990); Su(var)205*/CyO, mely egy csonka HP1 fehérjét kodol, amibdl hianyzik a magi
lokalizacioért  felelés  C-terminalis domén  (Eissenberg és  mtsai.,  1992);
P{lacW}prod“*®81%/Cy0, a prod egy null allélje, melyet az 5’ nem transzlalodo régioba (UTR)
inszertalodott P elem okozott a transzkriptum start kodonjatél 13 bp tavolsagra upstream
iranyban (Torok és mtsai., 1997). A prod”/CyO egy EMS-indukalt null mutans egy stop
kodonnal a 93. aminosav utan (T6rdk, nem kozolt eredmény); prod” egy EMS-indukalt allél,
melyben egy deletalt guanin okozta frameshift mutacid stop kodont eredményez a 94.
aminosav utdn. A prod109 a P{lacW}prod“®®®%/Cy0 homozigota életképes revertansa, melyet
A2-3-medialt P elem kiugratassal hoztak létre és a P{lacW} okozta mini-white szemszin
fenotipus elvesztése alapjan azonositottak (Torok, nem kozolt eredmény). A prod® egy
hypomorf allél (glicin-glutaminsav csere a 61. aminosavban), larva-bab letalis, normalis
diszkuszokkal és melanizacio nélkiil, valamint - ellentétben a null mutansokkal - homozigéta
mozaikfoltokban nem sejtletalis. A Df(1) RT876 terminalis X kromoszéma deficiencia, amit
2006-ban hoztak létre a yellow génben, mu2 hattéren James Mason laboratdriuméaban a
kordbban leirtak alapjan (Mason és mtsai., 1984); a Df(2) 1(2)gI®®**®/Cy) terminalis 2L
deficiencia korabban jellemzett (Walter és mtsai., 1995). Ezen terminalis deléciokbol hianyzik
a TAS domén, valamint a terminalis retrotranszpozonok (Biessmann és mtsai., 1990;
Biessmann és Mason, 1988). Az smt3%% al1¢l homozigoéta letalis, mert egy P elem inszerciot
tartalmaz rogton a transzkripcios start helye elétt. A FlyBase adatbazis szerint a lwr® gyenge

05486 null és a pzg™® null mutans. A chro®™%?* egy pontatlan P-elem

hypomorf, a lwr
kivagodas eredménye, mely a kodolo régio nagy részét eltavolitotta (Gortchakov és mtsai.,
2005). A JIL-1® egy funkcionyeréses mutacié, mig a JIL-1? egy funkciovesztéses null allél
(Zhang és mtsai., 2006). A Tel torzset (Siriaco és mtsai., 2002) James Mason biztositotta
szamunkra. Az E(tc) egy dominans allél, amely gyakoribb génkonverzido miatt hosszabb

telomert eredményez (Melnikova és Georgiev, 2002).
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Kromoszoma immunfestések

Harmadik stadiumu ecetmuslica larva nyalmirigyeit 45%-0s ecetsavban boncoltuk és
fixaltuk targylemezen. A lemezeket 1 6ran 4t blokkoltuk 2% BSA, 2% sovany tejpor ¢és 0,2%
Tween PBS oldataban. Az els6dleges ellenanyagot megfelelé aranyban higitottuk a fenti
blokkol6 oldatban és ebben 1 oran keresztil inkubaltuk a kromoszoémakat
szobahdmérsékleten. A targylemezeket kétszer mostuk 15 percig 300 mM NaCl-t és 0,2%
Tween-t tartalmazé 1xPBS mosé oldatban. Ezutan a lemezeket PBS-ben 6blitettiik, majd 30
perc blokkolas utan blokkol6 oldatban higitott masodlagos ellenanyagot adtunk hozza. Egy
ora elteltével a lemezeket PBS-ben, majd 100 mM Tris (pH=7,5) oldatban &blitettiik és 1
percig festettiik PBS-ben oldott 1 pg/ml DAPI-val. Ujabb PBS-ben valo 6blités utan n-propyl-
gallatot tartalmazd 45%-os glicerinnel fedtik le a targylemezeket, majd fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk azokat. A felhasznalt ellenanyagok ¢s higitasaik: tisztitott nyul-anti-
Prod ellenanyag (T6rok és mtsai., 1997) - 1:1000; nytl-anti-Chro (Gortchakov és mtsai.,
2005) - 1:1000; egér-anti-Z4 monoklonalis (Saumweber és mtsai., 1980) - 1:2; nytal-anti-Smt3
(Muller és mtsai., 2000) Dr. Jacob Seeler-t6l - 1:50; nytl-anti-DREF (Papai és mtsai., 2005)
Boros Imrétdl - 1:500. A megfeleld Alexa Fluor 488- és 546-konjugalt masodlagos
ellenanyagokat (Molecular Probes, Invitrogen) 1:500 higitdsban hasznaltuk.

UV Kkeresztkotés, formaldehid keresztkotés és kromatin tisztitas

Az UV keresztkotés és a kromatin tisztitds 0-16 6ras embridkon lett végrehajtva a
Biggin altal leirtak szerint 5x10 perc UV kezeléssel (Biggin, 1999). Az embridk legytijtését,
mosasat és dekorionizalasat az UV kezelés kovette. Ez utan a homogenizélas és a sejtmagok
tisztitasa kovetkezett NIB (nuclear isolation buffer) pufferben (0,3 M szukréz, 15 mM Tris
pH=7,5, 15 mM NaCl, 60 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA pH=8,0, 0,1 mM EGTA,
0,5 mM DTT, 1 mM PMSF). A tisztitott sejtmagok feltarasa (lizis puffer: 10 mM Tris
pH=8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA pH=8,0, 0,1 % NP-40, 1 mM PMSF) utan szonikalas és
CsCl gradiensen valo tisztitas tortént. A formaldehid keresztkotést Orlando €s mtsai. altal
leirtak alapjan végeztiik (Orlando és mtsai., 1997). A tisztitott embridkat fixald puffer (2%
paraformaldehid, 50 mM HEPES, pH=7,6, 100 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA) és
heptan keverékében 15 percig forgatva fixaltuk, majd szonikaltuk és a kromatint tovabb

tisztitottuk CsCl gradiensben valo centifugalassal. A keresztkotott kromatint mindkét esetben
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atlagosan 750 bp nagysaghi darabokra szonikaltuk, majd anti-Prod ellenanyaggal
immunprecipitaltuk és a kinyert, Prod-hoz kot6dé DNS frakciot proteinaz K kezeléssel

fehérjementesitettiik és *P izotoppal jelsltik (Biggin, 1999).

GST-pulldown

A GST-Prod fazids fehérjét a Torok és mtsai. korabbi kézleményében leirtak szerint
tisztitottuk (Torok és mtsai., 1997). A kotési reakcio 400 ug-nyi 500 bp atlagos nagysagu
szonikalt Oregon-R DNS-t, 5 ng GST-Sepharose gyongyokhoz (Pharmacia) kotott GST-Prod
fehérjét, 0,1 mM chemostatint, 170 mM NaCl-t, 20 mM Tris (pH=8,0)-t, 1 mM EDTA-t, 1
mM DTT-t és 5% glicerint tartalmazott 1 ml-ben. A kotés 37 °C-on zajlott 2 6ran at. A
Sepharose komplex centrifugalasat 5 perces kotopufferrel (170 mM NaCl, 20 mM Tris
pH=8,0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5% glicerin és 0,1 mM chemostatin) valé mosas kovette
hatszor. Ezutan a fenol-kloroformos extrakcioval visszanyert DNS-t etanollal csaptuk ki
linearis poliakrilamidot haszndlva carrier-ként. A DNS-t 32p izotoppal jeloltik random

priming modszerrel a hibridizaciéhoz.

BAC filterek és Southern blot hibridizacio

Az RPCI-98 Drosophila melanogaster BAC konyvtarat (Hoskins és mtsai., 2000)
tartalmazo filtereket a BACPAC Resources Center-tdl (http://bacpac.chori.org) szereztiik be.
Ez a konyvtar 18432 BAC klont tartalmaz, mely 22-szer lefedi az egész Drosophila genomot.
A Southern blot-ot Maniatis és mtsai. altal leirtak alapjan végeztiik (Maniatis és mtsai., 1982).
A hibridizélas “Church” pufferben (1 mM EDTA, 0,5 M Na-fosztat puffer, 7% SDS), a mosas
1 mM EDTA, 40 mM Na-foszfat puffer, 1% SDS oldatban tortént.

A HeT-A, 2L TAS, jockey és 1,686 g/ml szatellita DNS fragmentumai

Az 1. fragmentum a HeT-A 9D4 nevii klonbol EcoRI enzimmel kivagott 5 kb
nagysagu szakasz (Biessmann €s mtsai., 1992a). Ez tartalmazza az 5* végi UTR szakaszt, de

hidnyzik beldle az utolsd6 1 kb a 3’ végi UTR szakaszbol, beleértve az oligo(A) véget
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(részleges szekvenciaja a GenBank X68130 szam alatt). A 2. és 3. fragmentum egyiitt lefedi a
HeT-A elem RT 473 szakaszanak az egész 2,4 kb hosszi 3’UTR részét (Biessmann és mtsai.,
1992b) (GenBank M84200). Ez a szakasz két részre vagva adja az 1,9 kb hossza Hindlll-
BamHI fragmentumot (2. fragmentum) és a 0,5 kb hossza BamHI-BamHI fragmentumot (3.
fragmentum). A 4., 5. és 6. szakaszok a 2. fragmentum szub-fragmentumai. A 4. egy 0,45 kb
hossz Hindlll-Pstl fragmentum, az 5. egy 0,9 kb hosszu Pstl-Pstl fragmentum, a 6. pedig
egy 0,45 kb hosszu Pstl-BamHI fragmentum. A 165 bp hossz(, szintén a 2. fragmentumbol
levagott Pstl szakaszt nem tiintettiik fel a szub-fragmentumok kozt. Az sszes fragmentumot
pBluescript vektorba klonoztuk. A 461 bp nagysagh 2L TAS ismétlddés szekvenciajanak
(Walter és mtsai., 1995) GenBank azonositdja U35404. Az 5 kb méretii jockey transzpozon
fragmentum a GAG ORF cink-ujjanak BamHI helyétél az elem végéig tart (GenBank
M22874), amit Gary Karpen bocsatott a rendelkezésiinkre. Az 1,686 g/ml 10 bp szatellita 12
ismétlodését EcoRI-HindIII fragmentumként tartalmazo pBR322 klont Alan Lohe biztositotta
szamunkra (Lohe és Brutlag, 1986).

RNS kivonas petefészekbél és DNS kivonas a légy tobbi szovetébol

A HeT-A transzkripcié szintje magas az ovariumokban (Walter és Biessmann, 2004),
ezért 30 néstény petefészkét boncoltuk fel, melybdl az 6ssz RNS-t 700 ul TRIzol Reagenssel
(Gibco BRL Life Technologies, Rockville, MD) vontuk ki, majd izopropanollal kicsaptuk. A
kinyert, atlagosan 60 pg RNS-t 50 pl vizben oldottuk fel. A DNS-t ugyanazon ndstények
maradék szoveteibdl vontuk ki, melyekbdl a petefészkeket boncoltuk. A DNS kivonast jégen
végeztiik 500 pl homogenizal6 pufferben, melynek tartalma 16,6% szukroz, 2 mM EDTA, 0,5
mM EGTA, 60 mM KCI, 15 mM NacCl, 1,5 mM spermin, 0,5 mM spermidin és 15 mM Tris-
HCI (pH=7,4). Az oldatokat 2 percig fugaltuk 4 °C-on, majd a feliiluszot eltavolitottuk. A
csapadékot 500 ul lizis pufferben (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCI, pH=7,4, 0,02 M NaCl, 10
mg/ml szarkozil) oldottuk. 25 pl proteindz K (20 mg/ml) hozzdadéasa utan 1 6rat inkubaltuk
50 °C-on, majd fenol/kloroformmal és kloroformmal extrahaltuk. A DNS-t izopropanollal
kicsaptuk, lecentrifugaltuk, majd a csapadékot vizben feloldva tjra kicsaptuk 2,5 térfogatnyi
etanollal. A DNS-t TE pufferben oldottuk fel.
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cDNS szintézis

A petefészekbdl nyert RNS-bol 3 pg-ot cDNS-s¢é irtunk at 10 pl-es reakciokban, mely
0,25 pg oligo dT primert, 0,5 mM dNTP-ket, 10 mM DTT-t, first strand szintézis puffert és
70 U Superscriptll reverz transzkriptazt (Invitrogen, Carlsbad, CA) tartalmazott 5 percig 65
°C-on enzim nélkiil, majd 5 6ran at 42 °C-on enzimmel inkubalva. A reakciokat 70 °C-on 15

perces inkubacioval allitottuk le.

Kvantitativ Real-Time PCR (qPCR)

A kvantitativ PCR elvégzéséhez BioRad iCycler iQ™ Real-Time PCR gépet (BioRad,
Hercules, CA) és SYBR Green detekcidos reagenst hasznaltunk. A reakciokat 96 lyuku
mikrotitrator lemezben végeztiik 20 ul térfogatban, amely 10 pl iQ SYBR Green Supermix-et
(BioRad, Hercules, CA), valamint 10-40 ng cDNS-t vagy genomikus DNS-t és mindegyik
primerbdl 200 nM-t tartalmazott. A qPCR reakciok a kovetkezé programon futottak: 5 perc
95 °C-on, majd 40 ciklus 10 masodperc 95 °C-on és 45 masodperc 50 °C-on.

Az olvadasi gorbe analizisét minden reakcid végén elvégeztiik, igy biztositva az
amplifikalt termék mindségét. Minden mikrotiter lemezbdl mindegyik primer-parra egy-egy
kontroll gorbét készitettiink és mindegyik reakcidt legaldbb 3-szor megismételtiik. Az igy
kapott értékeket atlagoltuk és az S17 riboszomalis fehérje (RpS17) transzkriptumanak

59-62 °C olvadasponti specifikus primereket (Sigma-Proligo., Boulder, CO)
terveztiink a HeT-A, a jockey elemekre, valamint a RpS17-re. A primerek hasznalhatosagat
szamitogépen ellendriztik BlastN program segitségével, majd egyszerii PCR reakciokkal
genomikus DNS-r6l ellendriztiik a primerek miikodését, ahol a vart méretli fragmentumokat
adtak (195 bp az RpS17-r6l, 152 bp a HeT-9D4GAG-ORF-16l és 124 bp a Jockey-GAG-RT-
junc-rol). A primerek tervezéséhez felhasznalt szekvenciak GenBank azonositd szamai: a

HeT-A 9D4 elemnek X68130, a jockey-nak M22874, az RpS17-nek pedig M22142.

Primerek:
RpS17-F: 5> AAGCGCATCTGCGAGGAG 3’
RpS17-R: 5’ CCTCCTCCTGCAACTTGATG 3’

HeT-9D4GAG-ORF-F: 5’ TTGTCTTCTCCTCCGTCCACC 3’
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HeT-9D4GAG-ORF-R: 5> GAGCTGAGATTTTTCTCTATGCTACTG 3’
Jockey-GAG-RT-junc-F: 5> ACGACTCAATCTAGGGCTCGTG 3’
Jockey-GAG-RT-junc-R: 5> CGTCCATTCTCGTATTGATGG 3°

A kvantitativ PCR kisérleteket és az ahhoz kozvetleniil kapcsoldédé munkakat (RNS és
DNS kivonas, stb.) az egylittmikodé6 Harald Biessmann, valamint James M. Mason

laboratoriuma végezte, a tobbi kisérleti eredmény a sajat munkankon alapszik.

Kleszt6 két-hibrid kisérlet

Az kisérlethez 140 élesztd torzset (genotipusa: MATa his34200 trp1-901 leu2-3,112
ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-lacZ GAL4) hasznaltunk.

Csali vektorként a pBTMI116 vektort alkalmaztuk, mely a Prod fehérje teljes
hosszisagu cDNS-¢ét tartalmazta. A Prod cDNS-t az eredeti klonbol a kovetkezé primerekkel
amplifikaltuk: fwd.: A GAA TTC CGG ATG AAC GGC AAG ATG,; rev.: TC TGC AGT
GGG ACA CTA TAA GGA CGG C. A primerekre tervezett hasitohelyek segitségével a
CcDNS-t a csali vektor EcoRI-Pstl helyére klonoztuk a megfeleld leolvasasi keretben.

Csukaként a Clontech Matchmaker cDNS-konyvtarat (Cat. no: IL4003AH) hasznaltuk
a gyarto utasitasai szerint. A Matchmaker konyvtar pACT2 vektort hasznal csuka vektorként,
melynek Xhol-EcoRI helyére egy Drosophila melanogaster embrio c¢DNS koényvtarat
klonoztak 0,5-3 kb méretli inszertek formajaban. A génkonyvtar kb. 3x10° egyedi klont
tartalmaz.

A Kklonozott csali és konyvtar cDNS-t tartalmazd csuka plazmidokat élesztébe
transzformaltuk. Elsé 1épésben a Prod fehérje cDNS-ét tartalmazd csali vektort
transzformaltuk be, €s Onaktivacios probaval ellendriztiik, hogy a Prod fehérje dnmagaban
nem milkodik-e aktivacios doménként. A negativ eredmény azt jelentette, hogy a csali
vektorunk miikod6képes a hasznalt rendszerben, mert csak a konyvtar vektorral bevitt
aktivacios domén jelenlétében képes bekapcsolni a riporter géneket.

A Prod csalit tartalmazd élesztd torzsbol kompetens sejtet készitettiink, majd
betranszformaltuk a cDNS konyvtarat tartalmazo plazmidokat is, és megfeleld szelekciot

biztosito taptalaj lemezekre szélesztettiik.
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A taptalajon kinovO kolonidk fehérje kolcsonhatisra utalnak, amit B-galaktozidaz
festés tobbszori atoltds utdni megismétlésével erdsitettiink meg, kizarva a gyenge hattér
kdlcsonhatasokat.

A B-galaktozidaz tesztben pozitiv éleszté koloniakbol plazmid DNS-t vontunk ki,
majd a kinyert plazmidokat baktérium kompetens sejtbe transzformaltuk.

A felndvekvé baktérium telepekbdl kolonia hibridizacioval valasztottuk ki a pACT2
vektort, igy a cDNS konyvtar szakaszt is tartalmazo klonokat. Ezekbdl plazmidot tisztitottunk
¢s inszertjeiket szekvenaltattuk. A kisérlet soran kb. 120 000 cDNS klont vizsgaltunk at, és

végiil a legigéretesebb 100 Prod-kolcsonhato fehérje klonjat szekvenaltattuk meg.

Immunprecipitacié

A kisérletet S2 sejteken végeztiik. 10 sejtet fugalassal iilepitettiink (6000 rpm, 1 perc),
majd egy 1xPBS mosas utan felszuszpendaltuk 1 ml lizis pufferben (50 mM Tris, pH=7,5, 50
mM NaCl, 0,2% NP-40, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF, Roche Complete Mini Protease
Inhibitor, 1 mM DTT). Jégen inkubaltuk 1 6rat, majd a lizatumot 4 °C-on centrifugaltuk (2
perc, 10000 rpm). A feliiluszot tovabb centrifugaltuk (10 perc, 13000 rpm) ¢és a feliiliszoval
dolgoztunk tovabb. Eldtisztitasként a lizatumhoz 25 pl lizis pufferrel telitett Protein A-
Sepharose-t adtunk és 1 6ran at razattuk 4 °C-on. Ulepités utdan (1 perc, 2000 rpm) a
Sepharose gyongyoket 3x mostuk lizis pufferben, majd 1xLaemmli pufferben vettiik fel és a
Kontroll savban futtatuk, a feliiluszobol pedig immunprecipitalast végeztiink. Prekomplexet
készitettiink 50 pl térfogat Protein A-Sepharose és 6 ul anti-Prod ellenanyag (ill. 10 pl anti-
Chro ellenanyag) inkubalasaval 1 ml lizis pufferben 1 6raig 4 °C-on. Ezt 3x5 percig mostuk
lizis pufferben. A prekomplex egyik fele kontrollként futott az AB savban, a masik feléhez
pedig hozzaadtuk az el6tisztitott lizdtumot és ¢€jszakén at inkubaltuk 4 °C-on. Masnap
centrifugaltuk (1 perc, 2000 rpm) és a feliiluszo6 1/50 részét is megfuttatuk, hogy az
immunprecipitacié hatékonysagat ellendrizziik. A Sepharose gyongyoket 3x5 percig mostuk

lizis pufferben, majd felvettiik 40 pl 1xLaemmli mintapufferben és megfuttatuk SDS gélen.
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EREDMENYEK

A Prod fehérje eukromatikus szerepének vizsgalata

Elészor azt feltételeztiik, hogy az eukromatikus jelenlét is kozvetlen DNS kotésen
keresztiil érvényesiil, ezért az eukromatikus funkcid kideritésére elséként Prod-hoz kot6do
eukromatikus DNS szakaszokat probaltunk azonositani. Ehhez elGszor tisztitott, szonikalt
Drosophila genomikus DNS-b6l halasztuk ki a tisztitott Prod fehérjéhez kotddé DNS
szakaszokat (8. abra), késobb in vivo DNS-fehérje keresztkotést (UV sugarzassal vagy
formaldehiddel = FA) kovetéen Prod-hoz kot6édé6 DNS  szakaszokat —izolaltunk
immunprecipitalassal, majd a Prod-koté szekvenciakat rendezett BAC konyvtarhoz
hibridizaltuk, hogy azokat pontosan azonosithassuk. Ezzel a modszerrel 274 klont
azonositottunk a filteren talalhaté 18432 BAC klonbodl, de ezek egyike sem felelt meg a
muslica eukromatikus szekvencidknak, hanem heterokromatikus, transzpozon ¢és
szennyez6désbol szarmazo szekvenciaknak bizonyultak. Ezen kisérlet kudarca arra utalt, hogy
az eukromatikus ko6tés minden bizonnyal elsésorban nem DNS, hanem fehérje kolcsonhatasok

utjan érvényesiilhet.
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8. abra. Az eukromatikus funkcio kideritésére iranyulo kisérlet folyamatabraja (balra)
és a hibridizalt BAC filterek elShivott képe (jobbra). Abramagyarazatot lasd a

szovegben.

A Prod fehérje a telomerek HTT sorahoz kotodik

Ecetmuslica larva nyalmirigy politén kromoszémdinak immunfluoreszcens festése
alapjan a Prod fehérje szamos eukromatikus helyen tal (Torok és mtsai., 1997) egyértelmiien
kijeloli az Osszes telomert (9. abra). El6szor azt szandékoztuk tisztazni, hogy a telomerikus

lokalizacio a harom telomerikus domén koziil melyikkel kapcsolatos.

9. abra. Prod fehérje immunlokalizacidja ecetmuslica larva nyalmirigyének politén
oridskromoszomain. A képeken lathatd vad tipust (Oregon-R) kromoszémavégek

mindegyike jellegzetes Prod festédést mutat (z61d nyilak).
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A telomerek Prod festddési mintazata emlékeztet a HeT-A probakkal tortént in Situ
hibridizacié képére, mely jellegzetesen pontszerii closzlast mutat a 3R (harmadik
kromoszéma jobb karja) és 3L (bal kar) telomereken (9.abra). Ez a Prod-HeT-A kapcsolatra
utald jel azonban Onmagaban nem elég bizonyiték, és nem zarja ki a tobbi telomerikus
szekvencidhoz valo lehetséges kotodést.

Hogy megvizsgaljuk a Prod esetleges kotddését a TAS heterokromatinjahoz,
megfestettiik a yellow® (y*) torzs politén kromoszémait. A y* muténs allél egy olyan kisméretii
delécié eredménye az X kromoszoman, amely a kromoszoma végén elhelyezked6 yellow gén
mellett az X kromoszoéma TAS doménjét is teljesen eltavolitja (Abad és mtsai., 2004a). Amint
az a 11. B abran lathato, a Prod fehérje jelen van ezeken a kromoszomavégeken is, tehat a
TAS domén hianyaban is ko6todik a telomerekhez. Ez az adat nem zarja ki a TAS-hoz valo
kotédést, de arra utal, hogy a Prod elsédleges kotéhelye vagy a HTT doménen vagy a cap
doménen talalhato.

Ezutan megvizsgaltuk a Prod fehérje jelenlétét a HTT kromatinon. Ehhez egy olyan
dominans mutaciot (Telomere elongation = Tel) tartalmazé torzset hasznaltunk, amely a vad
tipusnal mintegy tizszer hosszabb HTT doménnel rendelkezik (Siriaco és mtsai., 2002). A Tel
torzs nagyméretli telomerhossza a megnovekedett HeT-A, TART ¢és TAHRE példanyszamnak
koszonhetd, koziiliik is kb. 90%-ot a HeT-A retrotranszpozon tesz ki. Tel genotipust legyeket
keresztezve vad tipusu, rovidebb telomerekkel rendelkezé Oregon-R torzzsel olyan
heterozigbtat hoztunk Ilétre, melynek oOriaskromoszémain a hossz HTT-t hordozo Tel

homolog joval tulnyulik a masik, rovidebb Oregon-R homolog végén (10. abra).

Tel mutans telomer : ~ 10x hosszabb retrotranszpozon sor

10. abra. Oregon-R/Tel heterozigota telomer szemléltetd abraja. Magyarazatot lasd a

fenti szovegben.
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Ezen kromoszomakat anti-Prod ellenanyaggal megfestve a két homolog jol
megkiilonboztethetd és a festddés a tilnyuld Tel homolog HTT soranak teljes hosszan lathato,
mig a joval rovidebb Oregon-R HTT kevésbé jelolodik (11. abra F,G). Ez az eredmény arra
utal, hogy a Prod fehérje a HTT doménhez kapcsolddik. A cap alkotd6 HP1 fehérje a fenti
Tel/Oregon kromoszoémakon mindkét homolognak csupan a telomer csucsara lokalizalodik, a
HTT sor hosszara valo tekintet nélkiil (Siriaco és mtsai., 2002).

A Prod fehérje cap komplexbdl vald hianyat jelezheti, hogy a prod mutansokban nem
talalunk anafazis hidakat (Torok és mtsai., 1997), ami cap fehérjét kodolo gének jellegzetes
mutans fenotipusa. Azt, hogy a Prod nem része a capping komplexnek, egy tovabbi kisérlettel
igazoltuk: két terminalis deléciot hordozo torzs telomerein vizsgaltuk a fehérje jelenlétét. Az
egyik ilyen torzs a 2L terminalis deficienciat hordozé 1(2)gI®®%, a masik pedig a Df(1)RT867,
amelyik egy Ujonnan indukalt X kromoszoémadas termindlis delécid. Mindkét deficiencia
eltavolitja a terminalis retrotranszpozonokat és a TAS-t is, azonban a cap komplex jelen van
mindkét deletalt kromoszoma végén. A termindlisan deletalt kromoszémak egyikén sem
tudtuk kimutatni a Prod fehérje jelenlétét (11. abra H, 1), ami kozvetlen bizonyiték arra, hogy

a Prod fehérje nem része a termindlis capping komplexnek.
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2L GB26/Cy =& X RT867

11. abra. Kiilonboz6é genotipust politén kromoszomak Prod-festése. A képeken csak a
kromoszomavégek lathatdak, amelyeken a z6ld nyilak a Prod fehérje telomerikus
lokalizaciojat jelzik. Az A képen TAS doménnel rendelkezd Oregon-R (ORE) X
kromoszéma, a B képen TAS-t nem tartalmazé y' w X kromoszoma vége lathato
(Abad, 2004a). A Prod mindkét telomeren jelen van, tehat kotodésének nem feltétele a
TAS jelenléte. (C-E) A Prod fehérje jelenléte a vad tipust 2L, 2R és 3R telomereken.
(F, G) Prod lokalizacio a hibrid Oregon-R/Tel telomereken, ahol a meghosszabbodott
HTT sorral rendelkez6 Tel homoldg (z6ld nyilak) joval tobb Prod fehérjét kot, mint a
rovidebb Oregon-R retrotranszpozon sor (fehér nyilak). (H, I) A TAS domént és a

retrotranszpozon sort egyarant eltavolito terminalis kromoszoma deficiencidk esetében
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megsziinik a telomerikus Prod kotédés. A terminalis 2L deficiencia 1(2)gl®®%/Cy
esetében a Prod fehérje csak a balanszer kromoszoma telomerén van jelen (z6ld nyil),
a megrovidiilt terminalisan deletalt homoldgrol hianyzik (H - fehér nyil).
Hasonloképpen nem lathatd telomerikus Prod festédés az Df(1)RT867 terminalis X

kromoszomas deficiencia esetében sem (I - fehér nyil).

A Prod fehérje kozvetleniil a HeT-A elem promotere elé kotodik

Ez utdn megvizsgaltuk, hogy a Prod-HTT kolcsonhatas kozvetlen DNS-kotéssel
valosul-e meg. A Prod fehérje és a HeT-A szekvenciak kolcsonhatasanak vizsgalatahoz két
biokémiai megkdzelitést alkalmaztunk, a GST-pulldown-t és a kromatin immunprecipitaciot
(ChIP). Elészor a legyekbdl kivont genomikus DNS-t szonikélassal feldaraboltuk, majd
tisztitott GST-Prod fuzios fehérjével inkubaltuk, ezutin pedig a Prod-DNS komplexeket
glutathion-sepharose gyongyokhoz vald kotéssel (GST-pulldown) kitisztitottuk (8. abra). Egy
masik kisérletben, embridkban a kromoszomalis fehérjéket in vivo fizikailag keresztkotottiik a
DNS-hez UV besugarzassal vagy formaldehiddel (FA), majd szonikalas utan a Prod tartalm
kromatin fragmentumokat anti-Prod ellenanyaggal torténé immunprecipitalassal nyertiik ki
(UV-ChIP illetve FA-ChIP). Az igy kinyert, Prod-hoz kot6dé DNS frakciot mindkét esetben
fehérjementesitettiik és 2P izotoppal jeldltik. Ezutan a jelslt DNS-t Drosophila rendezett
BAC génkonyvtarat tartalmaz6 filterre hibridizaltuk. A géntar 18432 BAC klont tartalmaz,
mely 22-szer fedi le a teljes genomot. A klonok 384 négyzetre vannak nyomtatva, mindegyik
négyzet 2x8 BAC klont tartalmaz egy 4x4-es racs mintaban egyedi elrendezésben. A 12.
abran a filter egy reprezentativ részletének autoradiogramja lathatd a hibridizalast kovetden.
Megvizsgaltuk, hogy a HeT-A tartalmi BAC klonok mekkora hanyada bizonyult pozitivnak a
hibridizalas eredményeként. A HeT-A tartalmia klonokat HeT-A DNS hibridizaciojaval
azonositottuk (12. abra, HeT-A filter). A hibridizalasi mintazatok 6sszehasonlitasa azt mutatta,
hogy a HeT-A szekvenciat tartalmazoé BAC klonok az esetek tulnyomo tobbségében a Prod-

kotott DNS frakcioval is pozitiv hibridizacids jelet adtak.
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12. abra. Ugyanazon BAC filter négy kiilonb6z6 probaval torténd hibridizalasanak
autoradiografids képe. Az egyedi BAC klonok jellegzetes dupla pont mintazat alapjan
azonosithatoak. A képek a filter azonos régiojarol késziiltek. A bekeretezett négyzetek
mindegyik képen ugyanazokat a HeT-A tartalmi BAC klonokat jelolik. A BAC
filterek kiilonboz6 probakkal lettek hibridizalva. HeT-A panel: HeT-A 9D4 elemének 5
kb-os szakasza; UV panel: UV-keresztkotott embrio  kromatinbdl — Prod-
immunprecipitalt és tisztitott DNS; FA panel: formaldehid-keresztkotott embrid
kromatinb6l Prod-immunprecipitalt és tisztitott DNS; GST panel: Oregon-R DNS-b6l
GST-Prod fuzios fehérjével kihtizott DNS.
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A hibridizacio szamszerli eredményét az 1. tdblazat foglalja 6ssze. A HeT-A probaval
torténd hibridizalas 48 HeT-A tartalmi BAC klont jelzett, melyeknek 82%-a az UV-ChIP
DNS frakciokkal, 79%-a a GST-pulldown, 71%-a pedig a FA-ChIP soran kinyert DNS-sel
szintén hibridizalt. Ez az eredmény aldtamasztja a kromoszomafestés megfigyeléseit €s azt
valoszinlsiti, hogy a Prod kozvetleniil kotddhet a HeT-A DNS-hez, igy része a HeT-A
tartalmu kromatinnak. Azonban a Prod-pozitiv DNS frakcié azon hibridizacios jelei, melyek a
HeT-A-pozitiv klonokra esnek kifejezetten gyengék a tobbi Prod-pozitiv . BAC klonnal
Osszehasonlitva (az abrarol nem nyilvanvalo, de az egész filtert tekintve egyértelmiien
megallapithatd) és a korrelacié sem 100%-0s. Ez arra utal, hogy a Prod viszonylag alacsony
affinitassal kotédhet a HeT-A DNS-hez.

HeT-A GST-Prod | UV-Prod | FA-Prod | Szazalékos
pozitivak pozitivak | pozitivak | pozitivak atfedés
8 7 7 6 75-87
(nagyon erds)
6 4 4 3 50-66
(erds/kozepes)
34 27 28 24 71-82
(gyenge)
48 38 39 33 69-81
(Osszes)

1. tablazat. A 18432 Drosophila BAC klont tartalmazé filterek hibridizalasanak
eredménye. Az 1. oszlopban a **P-jelslt HeT-A DNS fragmentummal val6 hibridizalas
utan pozitiv BAC klonok szama (és eréssége) lathato. A 2. oszlop a GST-Prod-
pulldown soran kinyert DNS-sel is hibridizalé HeT-A-pozitiv BAC klonokat jelzi. A 3.
és 4. oszlopban az UV, ill. formaldehid keresztk6tott embrionalis kromatinbdl anti-
Prod ellenanyaggal immunprecipitalt DNS-sel szintén hibridizalé HeT-A-pozitiv BAC
klonok szama szerepel. A HeT-A probaval és mindhdrom méodon kinyert fehérje-DNS
mintaval valé hibridizalas kozti szézalékos atfedést az 5. oszlop mutatja a HeT-A-

pozitiv BAC klonok kategoériaira lebontva.

Hogy kozvetlen bizonyitékot nyerjlink a Prod fehérje kotddésére a HeT-A DNS-hez és
hogy a kotddés helyét is pontositsuk, a 6 kb hosszii HeT-A retrotranszpozon kiilonbdz6
darabjait tartalmaz¢ filterre hibridizaltuk az UV- és FA-keresztkotott embridkbol Prod
ellenanyaggal immunprecipitalt, *P-jelolt DNS-t (13. abra).
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13. abra. A Prod fehérje kotddése a HeT-A DNS-hez (A) A Southern blot
hibridizaciohoz hasznalt HeT-A DNS fragmentumok. A fragmentumok restrikcids
emésztéssel késziiltek: B=BamHI, R=Rsal, H=Hindlll, E=EcoRI, P=Pstl. ZF = a
harom cink-ujj helye a GAG fehérjében. P = a promoter régid hozzavetdleges helye. A
csillagok a C filteren pozitiv hibridizaciés jelet mutatdé 2. és 6. fragmentumokat
jelolik. (B) Az A abran jelolt HeT-A fragmentumok és kontrollként 2L TAS, jockey
fragmentumok, valamint (pozitiv kontrollként) ProdSat DNS fragmentum agardz
gélen futtatva és etidium-bromiddal festve. (C) A B képen lathato gél Southern
blotjanak autoradiogramja. A hibridizalas FA-keresztkotott embrid kromatinbol Prod-

immunprecipitalt és tisztitott DNS-sel tortént.
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A Southern blot autoradiogramja (13. abra C) azt mutatja, hogy a legkisebb vizsgalt
Prod-kot6 DNS fragmentum a 2. szamt fragmentumbdl Rsal emésztéssel kapott 450 bp
hosszu Rsal-BamHI fragmentum (13. abra A) és az ezzel csaknem megegyez6 6. szamu 454
bp hosszusagi Pstl-BamHI fragmentum (13. abra A, csillagokkal jelolve). Ez a Prod-koto
fragmentum a HeT-A transzpozon oligo(A) végétél upstream iranyban 504 és 953 bp kozott
talalhat6. Egyéb HeT-A fragmentumok nem adtak jelet, valamint szintén nem hibridizalt a 2.
kromoszoma bal karjanak telomerérdl szarmazd 461 bp hossza TAS ismétlddés sem, melyet
negativ kontrollként hasznaltunk. A HeT-A legkozelebbi rokona, a jockey retrotranszpozon
darabjai esetén (Biessmann ¢és mtsai., 1992b) az FA-IP minta mutatott némi hibridizaciot.
Ahogy azt vartuk, a Prod-dal kihuzott DNS frakci6 erdsen hibridizalt az 1,686 g/ml 10 bp
szatellita (ProdSat) szekvencidhoz, melyhez a Prod fehérje erésen és kooperativan kotddik
(Torok és mtsai., 2000). Az UV keresztkotott fragmentumok ezzel megegyezd eredményt
adtak. Mivel az UV fény csak abban az esetben okoz DNS-fehérje keresztkotéseket, ha a
fehérjék és a DNS kozott szoros kozelség van (Biggin, 1999), a fenti eredmények arra
utalnak, hogy a Prod in vivo kozvetleniil k6tddik a HeT-A DNS 6. fragmentumahoz. Ismert,
hogy a HeT-A transzpozon promoter szekvencidgja a 3’UTR szakasz utolso 400-600
bazisparnyi szakaszara esik, mely durvan megfelel a 13. abran lathat6 3. fragmentumnak
(Danilevskaya és mtsai., 1997; Kahn és mtsai., 2000). Ennek megfeleléen igen sajatos modon
minden HeT-A gén atirasat a tble disztalisan elhelyezkedé szomszédos elem promotere
iranyitja (Biessmann és mtsai., 1994). Az altalunk azonositott Prod kotéhely kozvetleniil a
HeT-A promoéter szomszédsagaban, attol upstream helyzetben talalhatd, amibdl arra
kovetkeztettink, hogy a Prod esetleg szerepet jatszhat a HeT-A transzkripcid
szabalyozasaban.

Egy tovabbi kisérletben megprobaltuk a Prod-kotd szakaszt tovabb sziikiteni. Ehhez a
454 bp-nyi 6. szami DNS fragmentumot tovabbi restrikcios emésztésekkel még kisebb
darabokra vagtuk, és a fenti Southern hibridizaciét ezen szubfragmentumokkal 1is
megismételtiik. A 14. abrarol leolvashatd, hogy a Prod egy kb. 200 bp hossztsagu Avall-Apol

fragmentumhoz kapcsolodik.
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14, abra: A Prod-koté HeT-A fragmentum tovabbi pontositasa a 13. dbra 6. szamu
fragmentumanak tovabb darabolasaval. A Southern blot (UV-IP) hibridizacids
mintazatar6l leolvashatd, hogy a Prod a pirossal jelzett kb. 200 bp-nyi DNS

szakaszhoz kapcsolodik.

A Prod a HeT-A transzKripcio represszora lehet

A Prod a HeT-A transzkripcid aktivatora, vagy represszora is lehet. Ha a Prod fehérje
represszalja a HeT-A transzkripciot, akkor azt varnank, hogy csdkkent Prod dozis
megndvekedett expressziot eredményez, ami megemelheti a transzpoziciok gyakorisagat és
ezen keresztiill a telomerek hosszat. Ezért elsOként arra voltunk kivancsiak, hogy a HeT-A
elem transzkripcios szintje megvaltozhatott-e a prod/CyO heterozigotakban a vad tipushoz
képest, mivel ezen heterozigotakban elméletileg felére csokken a Prod doézis mennyisége a

vad tipushoz képest.
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Mivel a HTT transzpozonok transzkripcios aktivitasa a petefészekben a legjelentdsebb
(Walter és Biessmann, 2004), ezért kvantitativ reverztranszkripciés-PCR-el (QRT PCR)
meghataroztuk a HeT-A transzkriptumok szintjét ebben a szovetben.

A HeT-A elemek nem egységesek, mert legalabb 4 kiilonb6z6 alcsaladjukat (A-D)
azonositottak az izogenizalt y; cn br sp térzsben (Abad és mtsai., 2004a), ezért az Gsszes HeT-
A elemet felismeré primer sorozatot nem tudtunk tervezni. Jelenleg nincs elérheté adat a
kiilonboz6 HeT-A alcsaladok viszonylagos aranyar6l az egyes légytorzsekben. Annak
ellenére, hogy az egyes torzsekben a HeT-A Gsszetétel kiilonbozo lehet, gy gondoltuk, hogy
egyetlen HeT-A valtozat expresszids szintjének, valamint kopiaszamanak valtozasa is jol
tiikrozheti a teljes HTT domén aktivitasat és méretét. Technikai okokbdl ezért az A alcsaladba
tartoz6 9D4 elemet valasztottuk mintaul a primer sorozat elkészitéséhez, mellyel ily modon a
HeT-A elemek A alcsaladjanak expresszids szintjét €s kopiaszamat tudtuk mérni.

Kontrollként vad tipust Oregon-R torzset hasznaltuk, mivel a prod mutaciot eredetileg
Oregon-R genetikai hattéren izolaltuk. Pozitiv kontrollként a HP1 capping fehérjét kodolo
Su(var)205 gén két kiilonboz6 alléljat hasznaltuk, melyekrdl korabbi eredmények igazoltak,
hogy megemelkedett HeT-A expressziot és a telomer hosszdnak novekedését okozzak
(Savitsky és mtsai., 2002).

Az eredményeket a 15. abra foglalja 6ssze, melybdl leolvashatd, hogy a HeT-A
transzkriptumok  szintie  Su(var)205%/CyO  legyek petefészkében a  42-szeresére,
Su(var)205*/CyO legyek petefészkében pedig 17-szeresére emelkedett az Oregon-R-hez
képest. Ezek az eredmények megerésitik, hogy a Su(var)205 altal kodolt HP1 a HeT-A
transzkripcio represszora (Perrini és mtsai., 2004).

A prod mutansok petefészkeiben szintén megemelt HeT-A transzkriptum szintet
mértiink, amely a prod“®®%CyO null allél esetében 6,5-szdr, mig prodH/CyO szintén null
allél esetében 12,5-sz6r magasabbnak bizonyult, mint az Oregon-R kontrollban. Ez arra utal,
hogy a Prod szintén a HeT-A transzkripcios represszoraként mikodik, ami jol megfelel
korabbi eredményeinknek, melyek a Prod kromoszoéma kondenzécidban betoltott szerepére
utaltak (Torok és mtsai., 2000; T6érok és mtsai., 1997).

A megemelt expressziés szint megemelt retrotranszpoziciot és telomerhossz
novekedést okozhat, ezért megvizsgaltuk, hogy a prod/CyO heterozigota legyekben a torzs 13
éves fenntartasa soran megvaltozott-e a HeT-A kopiaszama. Ezt kvantitativ PCR-rel (QPCR)
vizsgaltuk ugyanazon néstény egyedek szoveteiben, melyek petefészkébdl az expresszios
szintet is mértiik. A HeT-A szekvenciakat ugyanazon specifikus GAG-ORF primer sorozattal

amplifikaltuk és a kapott Ct értékeket a riboszomalis S17 fehérje (RpS17) génjének
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kopiaszamahoz normalizaltuk, hogy kikiiszoboljiik az esetleges DNS koncentracio
kiilonbségekbdl adodo eltéréseket.

A 15. abran bemutatott mérési eredmények azt mutatjak, hogy a pozitiv kontrollként
hasznalt Su(var)205%/CyO legyek HeT-A képiaszama atlagosan 10,7-szerese az Oregon-R vad
tipusnak, mig ugyanezen gén masik valtozatat hordozo Su(var)205%/CyO legyek telomerei
csak 2,8-szor hosszabbak az Oregon-R legyekéhez képest. Ez nagyjabol megegyezik a
Savitsky altal korabban mért adatokkal (Savitsky és mtsai., 2002). A null allél prod“®®®%/Cy0
¢és prodH/CyO legyekbdl kivont DNS ezzel szemben kozel azonos szamti HeT-A elemet
tartalmazott, mint az Oregon-R. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a prod
géndozis 50%-os csokkenése kovetkeztében megemelkedd HeT-A transzkripcids szint a
Su(var)205-el ellentétben nem befolyasolja a transzpoziciok gyakorisagat és a telomerek
hosszat.

Ha figyelembe vesszilk az egyetlen HeT-A elemre esO transzkripcid szintjét az
eredmény még meglepobb. Az egyes HeT-A elemek atirdsa hozzavetdlegesen 3,9-szer
nagyobb a Su(var)205%/CyO és 6,3-szor nagyobb Su(var)205*/CyO legyek petefészkében,
mint Oregon-R legyekében, mig prod“®®%Cy0 legyekben ez az érték 6,5-szdrose,
prodH/CyO legyekben pedig 12,5-sz6r6se a vad tipusénak (15. abra).

|:| HeT-A képiaszam
arany
HeT-AIRpS17
Oregon-R-hez
normalizélva

. HeT-A transzkriptum

Oregon-R-hez hasonlitott értékek

arany
HeT-AIRpS17
Oregon-R-hez
normalizélva
0TS o o ) & ) ©
= = = = ~ =z
Q Q Q L ) o &
s & § 3 § ¢£°
3 8 =) o = £
R R o Q g 2
S *3 e 3 %
3 3 x ]
%] %] a &
(3.9x)  (6.3x) (6.5x) (12.5x) (0.5x) (Transzkriptum/képiaszam)
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15. abra. Kvantitativ PCR-rel meghatarozott HeT-A kopiaszamok genomikus DNS-
ben, illetve ezek transzkriptum szintjei kiillonb6z6 Su(var)205 és prod legyek

petefészkében.

A genetikai hattér lehetséges hatasanak kizarasa érdekében megvizsgaltuk a prod109
allélt is, ami a P{lacW} inszercidval létrejott prod“®%CyO allél P elem kiugratassal
létrehozott homozigota ¢Eletképes revertansa. Ebben az életképes prod revertansban a
telomerek az Oregon-R-nél is rovidebbnek bizonyultak, de ami még fontosabb, hogy a HeT-A
transzkriptum szint is alacsonyabb a vad tipusban mértnél. A mindegyik kisérletben bels6
kontrollként hasznalt jockey kopiaszama és transzkripcids szintje nem mutatott jelentds
eltérést a vad tipustol sem a Su(var)205, sem a prod heterozigotak esetében.

Mivel ismert, hogy adult petefészekben a TART ¢és kisebb mértékben a HeT-A elem
transzkriptum szintjét RNSi mechanizmus is szabalyozza (Savitsky és mitsai., 2006), ezért
megvizsgaltuk 3. stddiumu larvdk HeT-A transzkriptum szintjét is. prodkogslo-lérvékban 5,7-
szeres, mig prodH larvakban 7,9-szeres emelkedést tapasztaltunk a vad tipust Oregon-R-hez
képest.

Ezen eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy a vad tipust Prod fehérje represszid
alatt tartja a HeT-A transzkripcios szintjét, de ez meglepd modon mégsem emeli a
transzpoziciok gyakorisagat a fehérje hianyaban. Ennek az lehet az oka, hogy a Su(var)205
mutansokkal ellentétben prod mutansokban a capping komplex épsége megakadalyozza a

hatékony retrotranszpoziciot.

Eleszté két-hibrid sziirés

Az ¢lesztd kettds hibrid rendszerrel végzett kisérlet soran sikeresen azonositottunk
Prod-dal kolcsonhato fehérjéket a teljes prod cDNS-t hasznalva csaliként. A Drosophila
embrionalis ¢cDNS konyvtarbol 120 000 ¢cDNS klon sziirését végeztik el az Anyagok és
modszerek fejezetben részletesen ismertetett modon. A koélesonhatod klonokat a kolesonhatas
erossége alapjan csoportositottuk, a P-galaktoziddz festés intenzitdsa alapjan, €s a szdz
legerdsebb kolcsonhatd partner klonjat megszekvenaltattuk. Ezek koziil a 2. tablazatban csak
azt a 18 lehetséges interaktort mutatjuk be, meyeket tobb fiiggetlen klon is azonositott, vagy
feltinden erds festddést mutattak, illetve barmi mdédon kapcsolatba hozhatdak a telomerrel.

Mivel a kolcsonhatasokat nem erdsitettiik meg tovabbi fiiggetlen in vitro moédszerrel, ezért

38



esetleges telomerikus funkcidja tovabbi igazolast igényel.

ezeket a fehérjéket csak olyan lehetséges jeloltnek tekintettiik, melyek Prod-kolcsonhatésa és

gén neve fehérje funkcidja talalatok | kolcsonhatas
szama erdssége
Uba2 Smt3 aktivalo enzim 6 erds
prod DNS-ké&t6 fehérje 4 erds
Nc73EF oxoglutarat dehidrogenaz 3 erds
Cys cisztein protedz inhibitor 2 erds
CG4847 cisztein peptidaz 2 eros
windei H3K9 metil transzferaz kofaktora 2 erds
bip2 TAFI11155, DNS-kot6 fehérje 2 erds
CG5001 chaperon 2 erés
NaCP60E Na-ion transzporter 2 erds
dhd diszulfid oxidoreduktaz 2 kozepes
Iwr SUMO konjugal6 enzim 1 erds
CG9797 cink-ujj transzkripcios faktor 1 erds
phol cink-ujj transzkripcios faktor 1 erds
CG4557 transzkripcids faktor 1 eros
CG31365 cink-ujj transzkripcios faktor 1 erds
Chro kromatin kot6 fehérje 1 erds
pzg DNS-kot6 interband fehérje 1 erds
E(2) hiszton metilalé fehérje 1 gyenge

2. tablazat. Az éleszt6 két-hibrid kisérletben azonositott Prod-dal koélcsonhatd

fehérjék. A lista csak a tobbszor azonositott, erds jelet add, illetve a telomerhez

kapcsolhato fehérjéket tartalmazza.

Az azonositott kdlcsonhato partnerek kozt megtaldlhatd maga a Prod fehérje is, ami
szamunkra kiilondsen fontos, mivel korabbi munkainkban csak kdzvetett bizonyitékunk volt
arra, hogy a Prod multimerként kotddik a DNS-hez (Torok és mtsai., 2000), ami ezzel

kozvetlen igazolast nyert.
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Azonositasra keriilt a tablazatban nem mutatott CG15107 ismeretlen fehérje is,
melynek génje a prod génnel kdzvetlenill szomszédos és annak kozeli homologja. Ez arra
utal, hogy ez az eddig teljesen ismeretlen fehérje a prod gén duplikaciojaval keletkezhetett, és
a Prod-dal hasonl6 funkciokban vehet részt.

Szamos egyéb DNS-kotd fehérjét is azonositottunk mint Prod interakcids partnert,
amely megerdsiti azt a feltevésiinket, hogy a Prod méas DNS-koté fehérjékkel kolesonhatva
kotddik a kromatinhoz, és a kotéhelyek kombinacioja a DNS-en alapvetéen megszabhatja a
lokalizaciot. Példaként a CG9797, a CG4557 ¢és a CG31365 olyan nem jellemzett
transzkripcids faktorok, melyek szintén kdlcsonhatasba 1épnek a Prod fehérjével csakugy,
mint a Pleiohomeoticlike (phol) cink-ujj fehérje, mely egy Polycomb csoportba tartozé6 DNS-
kotd fehérje és szupresszor komplexekbdl ismert. Kiilondsen feltind a nagyszamu
transzkripcios faktor, melyek mindegyike Polll altal atirt promoétereken mikodik, mint
példaul a 2. tablazatban nem mutatott Regena, female sterile (1) homoeotic, Trap36, CG9797,
CG31365. Ez megerésiti a Prod feltételezett génregulacios szerepét, és arra utal, hogy a Prod
komplex az eukromatinon is promoterek mitkodését befolyasolhatja.

Nagyszamu olyan kolcsonhaté  fehérjét azonositottunk, amelyek 4altaldnos
sejtfunkciokban vesznek részt, mint a fehérjék SUMO altali modositasa, lebontasa (Ubaz2,
lesswright - szumoilalas, ubiquitinalas), transzportja (f'-coatomer protein, Golgi-késziilék
transzport fehérje), hasitasa (Cystatin-like, proteaz inhibitor), stb. Ezek minden bizonnyal
valodi interakcidt jelentenek, de a vizsgalt funkcid szempontjabdl nem tulajdonitunk nekik
jelentdséget.

Az Smt3 activating enzyme 2 (Uba2) hat alkalommal keriilt azonositasra, mig a lwr
gén altal kodolt Ubc9 (SUMO-specifikus E2 konjugald enzim) az egyik legerdsebb
interakcidt mutatta. Mivel a szumoildcios utvonal ezen két {6 tagja kdlcsénhatd partnere a
Prod-nak, feltételezhetjiik, hogy a Prod fehérje szumoilalodik, vagy a szumoilacios komplexet
koti ki Prod-interaktorok modositasahoz.

A Prod fehérje telomerikus szerepének vizsgalatdhoz szorosan kothetd azon
eredményiink, miszerint a Z4 és az ahhoz kapcsolddd Chromator fehérjék mindegyike képes a
Prod fehérjéhez kapcsolodni. A Z4 egyike az ezidaig azonositott kevés telomerikus HTT
doménhez kot6doé fehérjének (Andreyeva és mtsai., 2005). A Chromator (Chro), masnéven
Chriz (Chromodomain protein interacting with Z4) fehérjét a Z4 fehérjével valod interakcidja
alapjan azonositottak (Eggert és mtsai., 2004) és leirtak, hogy az X és 2L telomereken jelen
van (Gortchakov és mtsai., 2005). A Chro kdzvetlen interakcios partnere a JIL-1 kinaz (Rath

¢s mtsai., 20006) és ez a harom fehérje (Chro, Z4 és JIL-1) tokéletes kolokalizaciot mutat a
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politén kromoszomak interbandjeiben. Biztatd, hogy a Z4 ¢és a Chro is azonositasra keriilt a
Prod-dal valo sziirésben, ami alapjan feltételezhetd azon kromoszomalis 16kuszokban ahol
mindegyik jelen van (pl. a HTT doménen) egy kozos komplexet alkothatnak.

A Chro ¢és Z4 fehérjék génjeinek mutans fenotipusa arra utal, hogy mindkettd részt
vehet a kromatin szorosabbra csomagolasaban, ami megfelel egy lehetséges Prod-dal kozos

funkcionak mind a telomereken, mind az egyéb kromoszomalis szakaszokon.

A Prod koézvetleniil koti a Chromator-t in vivo

Annak érdekében, hogy in vivo igazoljuk a lehetséges Prod-Chromator és Prod-Z4
kolcsonhatasokat, koimmunprecipitacios kisérleteket végeztiink S2 sejtek kivonatabol. A 16.
abra szemlélteti, hogy a Chromator koimmunprecipitalhatdé Prod-dal és ezen fehérjék egy kis

része kapcsolodik in vivo.

A 1/50 1/50

kDa Lys Rest prodlP C  AB staining
55 w ’

s Prod

“'Q‘

40 =
130 = D SN = Chro

1/50 1/50
kDa Lys Rest chrolP C AB staining
130 u el «— = sl Chro

. 1 11
40 -

41



16. abra. Prod és Chro fehérjék koimmunprecipitalasa S2 sejtekb6l. (A) Ugyanazon
filter duplikatuma feliil nyul-anti-Prod, lent nytl-anti-Chro ellenanyaggal festve. A Liz
savban a teljes lizatumot futtattuk. A ProdIP savban nyilhegy jelzi, hogy a Prod
fehérjét sikerrel kicsaptuk a lizatumbol, de mivel a Western blotban hasznalt anti-nytl
masodlagos ellenanyag a kicsapashoz hasznalt nyul-anti-Prod ellenanyagot is
felismeri, azok a Prod fehérje alatt és felett két erdsebb sav formajaban jelennek meg.
Ezt bizonyitja az AB sav, melybe csak nyul-anti-Prod ellenanyagot vittiink fel. A Rest
jelzésli savban lathato, hogy a lizatumban a precipitalas utan csak igen kevés Prod
fehérje maradt. Az also, Chro fehérjére festett filteren lathatd, hogy a ProdIP savban a
Prod fehérjével egylitt a Chro fehérje is koimmunprecipitalodott, de ez a lizdtum teljes
Chro tartalmanak csak toredéke, mivel a Rest sdvban nagy mennyiségli Chro maradt
az immunprecipitalas utan. A koimmunprecipitalt Chromator aranya kiszamithato: A
Prod fehérjére festett ProdIP sav a teljes immunprecipitatum 1/20 részét tartalmazza,
mig a Chromator fehérjére festett ProdIP savban futtattuk az immunprecipititum
19/20-ad részét (a fels6 és also filter csak ennyiben kiilonbozik). Mivel mind a Liz
mind a Rest jelzésii savban az IP-hez hasznalt teljes extraktum 1/50-ed része futott, és
a ProdIP savban detektalt Chro mennyisége kb. fele lehet a Rest savban detektalt Chro
mennyiségének, ebbdl az kovetkezik, hogy az 6ssz Chromator kevesebb, mint 1/100-
ad részét koimmunprecipitaltuk, vagyis ennyi kotédhet a Prod fehérjéhez in vivo. A
kontroll savban (K) lathatd, hogy a Prod, ill. Chro ellenanyagok nélkiil végzett
immunprecipitatumok nem tartalmaznak se Prod, se Chromator fehérjét.

(B) A reciprok kisérlet, melynek menete teljesen azonos a fentiekkel, kivéve, hogy itt
a Chromator fehérjét immunprecipitaltunk S2 sejt extraktumbol. Az alsé filter jelzi,

hogy az Osszes Prod fehérje kis része koimmunprecipitalédott a Chromator-ral

(nyilhegy).

Ez az eredmény megerdsiti az élesztd két-hibrid kisérlet eredményét és arra utal, hogy
a Prod kozvetleniil koti a Chromator fehérjét in vivo. A Prod-Z4 kolcsonhatast nem tudtuk ily
modon igazolni, de az ismert Chromator-Z4 interakcié alapjan feltételezhetiink egy kozos
komplexet, melynek mindharom fehérje tagja, legalabbis a kromoszoéma azon helyein, ahol

mindegyik kolokalizalodik.
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A fehérjék telomerikus lokalizacioja immunfestések alapjan

Ha a Chro, Z4 és Prod fehérjék k6zos komplexet alkotnak a telomereken, akkor annak
a HTT doménen kell lokalizalédnia. Hogy megvizsgaljuk az esetleges Prod-Chro/Z4
kolokalizaciot a HTT doménen, immunfluoreszcens festéseket végeztink Telomere
elongation (Tel)/Oregon-R hibrid politén kromoszomakon. Fentebb mar bemutattuk, hogy a
joval hosszabb HTT szakasszal rendelkezé Tel homolog segit a HTT doménhez kapcsolodo
fehérjék azonositasaban (Andreyeva és mtsai.,, 2005; Torok és mtsai.,, 2007). Mivel a
rendelkezésiinkre all6 Prod és Chromator ellenanyagok egyarant nyulban késziiltek, nem

tudtuk dket ugyanazon preparatumok festésére egyiitt hasznalni.
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17. abra. A Prod, Z4 és Chromator egyarant a HTT sorhoz k6tddik a telomereken. (A)
Oregon-R/Tel politén kromoszomak kettés festése anti-Prod (piros) és anti-Z4 (zold)
ellenanyaggal. A képeken csak a 2L és 2R telomerek lathatdak, de a tobbi telomer is
hasonloan fest6dik. A Prod és a Z4 festési mintazata a kromoszoma karokon eltér, de
mindkét fehérje jelen van az Gsszes telomer tulnytlo Tel HTT soran (nyilhegyek), amit
a kettos festések erGs sarga szine is mutat. (B) Oregon-R/Tel politén kromoszomak
anti-Chro festése a Prod és Z4 fehérjékhez hasonlo telomerikus mintazatot mutat, a

Chromator a Tel homolég talnyalé HTT szakaszat er6sen festi (nyilhegyek).

Eredményeink alapjan a Z4 az 6sszes kromoszoma HTT soran kolokalizal a Prod-dal
(17. abra A). Ez megerdsiti azt a korabbi megfigyelést, miszerint a Z4 kotddik a HTT-hez
(Andreyeva és mtsai., 2005). A Chromator szintén jelen van az sszes telomer HTT doménjén
(17. ébra B), ami 0j eredménynek szamit, mert egy korabbi kozleményben (Gortchakov és
mtsai., 2005) a Chro jelenlétét csak két telomeren, az X és 2L végeken észlelték.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a Chromator és a Z4 nem csak a korabban kozolt
interbandekben, hanem a telomerek HTT doménjén is tokéletesen kolokalizalodik (18. abra),
¢és ez teljesen egybeesik a Prod telomerikus lokalizacidjaval is (Torok és mtsai., 2007) (9.
abra). Nagyméretli terminalis deficiencidk, melyek a TAS és HTT domént is eltavolitjak,
megszintetik a Z4/Chromator/Prod telomerikus kotohelyeket, azonban 6nmagaban a TAS
domén eltavolitasa nem érinti egyik fehérje telomerikus kotddését sem (18. abra). Eszerint a
telomereken a HTT domén szolgal a potencidlis Z4/Chromator/Prod fehérje komplex

elsddleges kotohelyeként.

y w X kr.
Df(TAS)

N D(x) RT858
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18. abra. A Z4 (piros) és Chromator (z6ld) lokalizacidja tokéletesen azonos mind az
interbandekben, mind a telomereken (nyilak). A y w térzs X kromoszomajarol
hianyzik a TAS domén (Abad, 2004a), azonban a Z4 és a Chromator telomerikus
lokalizacioja a vad tipushoz képest (nincs feltiintetve) nem valtozik. A Df(1) RT858
terminalis delécid (a fehér vonal az azonos 1C bandeket kéti 6ssze) eltavolitja mind a
TAS, mind a HTT domént, de funkcionalis capping komplex talalhaté rajta
(Biessmann €s mtsai., 1990). Az erds telomerikus Z4 és Chromator fest6dés eltiinik a
deletalt kromoszomavégrél, tehat a fehérjék nem a cap részei, hanem a HTT-hez

kapcsolodnak.

Bar a Prod és a Z4/Chro fehérjék telomerikus festédésének mintazata megegyezik, a
nagyszamu eltérd genotipusi kromoszomak festése soran eltérd intenzitassal fest6dod
telomereket is talaltunk (19. abra). Példaul a Tel mutans X kromoszomajanak HTT doménjét a
Z4 (és a Chro) er6sen festi, mig a Prod viszonylag gyengébben. Az Oregon-R X kromoszéma
esetében ez pont forditott, a Prod erdsen, a Z4 gyengébben festi ezt a telomert. Ez a mintazat
megmarad a heterozigdta Tel/Oregon-R X telomereknél is, fiiggetleniil a keresztezés iranyatol
(19. abra). Mivel ugyanezen genom tobbi telomere nem mutatja ezt a fest6dési eltérést azt
feltételezziik, hogy a Tel és az Oregon-R X kromoszomak kromatin/DNS Gsszetétele

jelentdsen kiilonbozhet egymastol.

Prod Z4 egytt DNS
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19. abra. Heterozigota Tel/Oregon-R X kromoszémavégek immunfluoreszcens kettés
festése Prod (piros) és Z4 (z6ld) fehérjére. A DNS kék szinnel jelolve. Lathato, hogy a
Prod az Oregon-R homoldghoz erésebben, a hosszabb Tel homologhoz gyengébben
kotodik, mig a Z4 fehérje esetében épp forditott a helyzet. (A Chro festés intenzitasa

mindegyik kromoszéman a Z4 mintazataval egyezo.)

Erdekes médon a telomerek eredeti kromatin/DNS dsszetétele a telomerek hosszanak
valtozasa esetén is meg6rzddni latszik. A Tel mutacié néhany generacié alatt az Oregon-R
eredetil, vad tipusu rovid telomerek drasztikus meghosszabbodasat okozza (Siriaco és mtsai.,
2002). Ily modon tobb, kiilonbozé eredetli rovid telomer is meghosszabbithato, és festési
mintazatalapjan ezutdn Osszehasonlithatjuk azok fehérje Osszetételét. Egy kisérlet soran egy
Oregon-R eredeti X kromoszoma telomerét de novo meghosszabbitottuk oly modon, hogy a
3. kromoszémara bevittiik a Tel mutaciot, és a vonalat 10 generacié soran fenntartottuk, hogy
kell6 id6t biztositsunk a telomer névekedéshez. Az igy meghosszabbitott X kromoszoma HTT
doménje az eredeti Tel torzs telomerétdl eltéréen mind Prod, mind Z4 ellenanyaggal erds
festodést adott (20 abra B). Ez arra utal, hogy a hosszabbodas soran meg6érzodhetett az eredeti
Oregon eredeti X telomer kromatin/DNS Osszetétele. A két eltér6 kromatin Osszetételii
telomer arra is kovetkeztetni enged, hogy a Prod telomerikus lokalizacioja nem feltétleniil

fiigg a Chromator-tol.
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20. abra. Heterozigota X kromoszomak telomerei Z4 (z61d) és Prod (piros) kettds
festéssel. Az A abrasor azonos a 18. abra Tel/Oregon-R kromoszomajaval. A B
abrasor olyan heterozigéta telomert mutat, melynek meghosszabbodott telomerét
magunk allitottuk eld egy Oregon-R telomer meghosszabbitasaval. Magyarazatot lasd

a fenti szovegben.

Mivel a Z4 része a TRF2/DREF és a NURF komplexnek (Hochheimer és mtsai., 2002;
Kugler és Nagel, 2007, 2010), elképzelhet6, hogy a HTT doménen jelenlévé Z4 is ezen
komplexek része. Ennek eldontésére megvizsgaltuk a DREF fehérje jelenlétét a HTT
doménen a mar fent bemutatott immunfestési modszerekkel. Azt talaltuk, hogy a DREF az
Osszes telomer HTT szakaszan nagy mennyiségben jelen van (21. abra), ami azt jelentheti,
hogy az egész TRF2/DREF komplex jelen lehet a telomereken. Ez érthetévé teszi, hogy miért

talaltak korabban a HTT domént eukromatikus szerkezetlinek (Biessmann és mtsai., 2005b).
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21. abra. A DREF kolokalizal a Z4 fehérjével a HTT doménen. Oregon-R/Tel politén
kromoszomak telomereinek anti-Z4 (piros) és anti-DREF (z6ld) ellenanyagokkal vald
kettds festése bizonyitja, hogy a Tel homolog megnyilt HTT doménjéhez (nyilhegyek)
mindkét fehérje kotodik.

A Prod szerepe a HTT kromatin szumoilaltsagaban

Az élesztd két-hibrid adatok alapjan (2. tablazat) a Prod kolcsonhatasba 1éphet a
szumoilacios enzim kaszkad két legfontosabb tagjaval az Uba2 Smt3 aktivald enzimmmel, €s
a Iwr ubiquitin konjugalé enzimmmel. A Prod és a szumoilacios Gtvonal E1 aktivald és E2
konjugald enzimei kozotti erés biokémiai interakcio arra utal, hogy a Prod fehérje
szumoilalodhat, vagy a vele egyiitt lokalizalodo fehérjék szumoilalodadat segiti azzal, hogy az
adott 16kuszhoz vonzza a szumoildciot végzé enzimeket. A szumoilaciéo egy olyan poszt-
transzlacios fehérje modositas, melynek soran egy enzim kaszkad a ~10 kD nagysagi SUMO
(Small Ubiquitin-like Modifier) fehérjét kovalensen kapcsolja a célfehérje megfeleld helyére
(Talamillo és mtsai., 2008a). Ez a mddositas szamos eukaridtaban az embert6l az élesztoig
lehetéséget nyujt a fehérjék aktivitasanak, lokalizaciojanak, vagy funkcidjanak
megvaltoztatasara (Wilkinson és Henley, 2010; Zhao, 2007). Minthogy az Smt3 az egyetlen
SUMO homoloég ecetmuslicaban (Talamillo és mtsai., 2008b), a szumoilalt fehérjék a politén
kromoszémakon anti-Smt3 ellenanyaggal vald festéssel azonosithatoak. Az elézéekben
bemutatott festési modszerekkel megvizsgaltuk a szumoilacid jelenlétét és eloszlasat a
telomereken (22. abra). Az Smt3 telomerikus lokalizacioja azt jelzi, hogy a HTT sor er6sen
szumoilalt, és a mintazata egybeesik a Prod telomerikus lokalizaciojaval. Az Smt3
megtalalhat6 végig a HTT soron, azonban jelentds szumoilacié nem tapasztalhatd a TAS és a
telomerikus cap esetében sem. Tovabba Smt3 festddés lathatd a kromoszomavégeket

Osszekotd kromatin hidakon is.
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22. abra. Politén kromoszoémak Smt3 (SUMO)
festése azt mutatja, hogy a HTT soron 1év6
fehérjék erésen szumoilaltak, mig a cap ¢és a
TAS szumoilaltsaga nem kiemelkedd mértékd.
A nyilak az Oregon-R/Tel kromoszoémak
erdsen fest6do talnyalo HTT sorara mutatnak a
3R (A), valamint a 2R ¢és 2L (B) telomereken.
(C) A terminalis deficiencia 1(2)gl®***/Cy
(Walter és mtsai.,, 1995) esetében csak a
balanszer kromoszoma telomerén lathato
jelentés szumoilacié (nyil), a terminalisan
deletalt, de capping komplexszel rendelkezd
kromoszomavégen nem (nyilhegy). (D) A C
képen lathat6é kromoszémavég DAPI festése. A
vad tipust X kromoszoma telomerének (F)
szumoilacios szintje megegyezik a TAS domén
nélkiili y w kromoszoma telomerével (E), igy
feltehetdleg a TAS doménhez kapcsolodo

fehérjék nem jelentdsen szumoilaltak.

A célfehérjek SUMO modositasa egy konszenzus SUMO akceptor hely lizinjén

torténik (Sampson és mtsai., 2001), ezért megvizsgaltuk, hogy a Prod fehérjén megtalalhato-e

ez a célszekvencia. A SUMOplot™ Analysis Program-mal végzett vizsgalat azt mutatta, hogy

a Prod fehérje harom nagy és két kisebb valosziniiségli szumoilacios helyet tartalmaz (23.

abra). A HTT fehérjék koziil a Prod mellett a Chromator és a JIL-1 is tartalmaz két-harom

nagy valoszintiségii SUMO akceptor helyet, mig a Z4 egyet sem.
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1 MNGKMDRRKK RTSSEQYQMY IDMMESDPIF ATGRVPRDYD LNYLTKKWKE
51 LSDRLNKCSS GPTLTPEEWR KRLNDWKNTT RCKYRRSLLS TEKDISMTSV
101 ETRALDLFGK VPTTGGETML NLKSEKDEHD DEMEELGQRT SVAFQKELQA
151 AVEEAINDEV DEEEMVEEHV DHEDMMEENL AETGITASTT AVNTGGGTYR
201 TIVVDNTSFE HVEEDPQTVQ PHAVEYVTSR RPAAPVINPG TASSGNKLIN
251 GELPVKRMRT QPREQITIYEV KNAPRCISNM QAVPPLHSTK LEREPSSLTS
301 ALSSSDAQQI AHQLKRLADI KFETLQFEIA RFKENNPGFQ YDPPSL

23. abra. A Prod fehérje aminosav sorrendje és a josolt szumoilacios helyek. A
konszenzus SUMO akceptor hely: WKXE, ahol ¥ hidroféb aminosav, K lizin, X
barmilyen aminosav, E glutaminsav. Piros szinnel a nagy valoszinliségi SUMO
akceptor helyek, kékkel az alacsonyabb valoszinliségli helyek vannak feltiintetve, a

vilagoskék szin a helyek atfedését jelzi.

Megprobaltuk kisérletes modon is megvizsgalni, hogy a Prod fehérje szumoilalodik-e.
Ennek céljabol a Prod nagy valoszinliségii SUMO akceptor helyei koziil harom, a 23. dbran
pirossal jelolt helyet egyenként elrontottunk oly médon, hogy helyspecifikus mutagenezissel
(QuikChange I
kulcsfontossagu lizin aminosav kodjat (K4R; K123R; K321R) a prod cDNS-en, és a képz6d6
fehérjét HA-taggel jeloltiik. Ezt kdvetden a vad tipust és a mutans, N-terminalis HA-taggel

Site-Directed Mutagenesis Kit - Stratagene) argininre cseréltik a

ellatott prod cDNS-t tartalmazd expresszios vektorokat S2 sejtekbe transzfektaltuk. Aktin
promoter segitségével Kifejeztettiik a fehérjéket és azok lokalizaciojat konfokalis mikroszkop

segitségével vizsgaltuk (24. abra).

K123R kontroll

50



24. abra. HA-Prod fehérjék kifejezodése transzfektalt S2 sejtekben. A képeken
0szt0do sejtek lathatoak, ahol z6ld szinnel a HA-taggel jelolt fehérjék, kékkel a DNS

¢s piros szinnel az aktin jelo16dik.

A kontrollhoz képest (vad tipust Prod fehérje HA-taggel) nem tapasztaltunk jelentds
eltérést a mutans valtozatok festddési mintazataban, mindkét esetben megmaradt a sejtmagi
lokalizacio. Azonban a K123R mutdnsnal a Prod festddési mintdzat eloszldsa észrevehetden
megvaltozik a sejtmagban, mintha bizonyos helyekrdl leszorulna a mutans fehérje.

Megvizsgalva az ismert Drosophila rokon fajok Prod fehérje szekvenciait, azt talaltuk,
hogy a 123. pozicioban 1év6 lizin és a szumoilacios enzimek altal felismert LKSE motivum
mindegyik fajban jelen van, ami er6s konzervaltsagra utal.

A transzfektalt S2 sejtekb6l immunprecipitacios kisérleteket is végeztiink. A sejt
extraktumbol anti-HA ellenanyag segitségével fehérjét tisztitottunk, majd Western blottal
probaltuk kimutatni a szumoilalt Prod valtozat jelenlétét a mintaban. Ezt azonban technikai
okok miatt teljes bizonyossaggal nem sikeriilt igazolni.

A Prod fehérje HA-tagelt vad ¢és mutans valtozatait megprobaltuk transzgenikus
legyekben kifejeztetni, hogy azok lokalizaciojat vizsgalhassuk. A transzgenikus legyekbél
azonban nem sikeriilt kimutatni a HA-tagelt fehérjéket, melynek legval6sziniibb oka az, hogy

az altalunk hasznalt szabalyoz6 szakasz nem miikddott.

Telomerhossz vizsgalata heterozigéta mutansokban

A HTT domén kromatin allapota a retrotranszpozicio és a génkonverzid szabalyozasan
keresztlil befolyasolhatja a telomerek hosszat (Capkova Frydrychova és mtsai., 2008).
Heterozigdta mutansokban, ahol csak egyetlen vad tipusu allél taldlhatd, csokken a génrdl
képzddo fehérje mennyisége, null mutansokban elméletileg csak fele annyi fehérje képzddik,
mint a homozigota vad tipusban. Ez a csokkent fehérjekoncentracio fenotipikus valtozast
eredményezhet, amennyiben a vad fenotipus kialakitasahoz sziikséges fehérje mennyisége
meghaladja a normalis szint 50%-at. Példaként a HP1 ilyen do6zisérzékeny gén a telomereken,
mert a HP1 heterozigotakban a csokkent génaktivitasnak koszonhetéen megnd a telomerek
hossza (Savitsky és mtsai., 2002).

Kvantitativ PCR segitségével megvizsgaltuk, hogy az ismert HTT kromatin fehérjéket

kodold gének csokkent géndozisa befolyasolja-e a telomerek hosszat. Ennek céljabol a
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mutans heterozigotakbol kivont DNS 0Osszes HeT-A tartalmat Osszehasonlitottuk a vad
tipussal. A kapott eredmény alapjan a csokkent mennyiségii Prod, Chromator és a JIL-1 null
(z2) allél a vad tipusnal valamivel hosszabb telomert okoz, mig a Z4, SUMO, vagy az lwr
(Ubc9) mutansok csokkent fehérje szintje valamint a JIL-1 funkcionyeréses (i3) allélje (amely
megemelt kindz aktivitist eredményez) nincs hatassal a telomerhosszra (25. abra). Korabbi
kisérletinkben nem talaltunk szignifikdns valtozast két masik prod mutans HeT-A
képiaszdmaban az Oregon-R kontrollhoz képest, mig ebben az esetben tapasztalhatdé némi
telomerhossz novekedés. Ez betudhatd annak is, hogy utobbi esetben jobban torekedtiink a
genetikai hattér altali torzitas kikiiszobolésére. Azonban egy szigoru szignifikancia szinttel
végzett Bonferroni korrekcié utan a négy prod mutans koziil csak a prod” null mutans
mutatott szignifikans novekedést. Tehat eredményeink alapjan a két kiilonbozo
laboratoriumbam vizsgalt négy prod allél HeT-A kopiaszamra gyakorolt hatasa valodi lehet,
azonban gyenge. A Bonferroni korrekcio elvégzése utan egyik tovabbi mutansban sem
tapasztalhatd szignifikans telomerhossz ndvekedés, vagy a megfigyelhetd hatds nagyon
gyenge, mint az a prod mutansok esetében lehetséges. Eszerint a kromatin szerkezetében vagy
a HTT fehérjék szumoilaltsagaban bekovetkezd valtozas nem feltétleniil elég a transzpozicidk

vagy a génkonverzi6 gyakorisagdnak megemeléséhez a telomereken.
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25. abra. Kiilonb6z6 mutansok telomerhosszainak osszehasonlitasa. A grafikon a
relativ HeT-A kopiaszamokat (4tlagolt 2" értékek) abrazolja az S17 riboszomalis
fehérje (RpS17) képiaszamahoz normalizalva. Harom kiilonb6zé napon végzett, napi
harom parhuzamos mérés eredményeit atlagoltuk. A hibavonalak megismételt
kisérletek szorasat jelzik. A mutansokat (a Tel kivételével) heterozigbta formaban
vizsgaltuk, és mindegyiket standardizalt genetikai hatteren tartottuk két évig a
vizsgalatot megel6z6en, hogy kell6 id6t biztositsunk az esetleges telomerhossz
valtozasokhoz. A vad tipusu negativ kontrollt a kék oszlopok jelzik, a pozitiv kontroll
eredményeit (Melnikova és Georgiev, 2002; Siriaco és mtsai., 2002), a z6ld oszlopok

abrazoljak.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

A HTT kromatinszerkezete

A telomer harom szakasza citologiai, genetikai és molekularis megkozelitéssel is
elkiilonithet6, mert nyilvanvalé kiilonbség mutatkozik a cap, a HTT sor és a szubtelomerikus
TAS repeatek DNS és kromatin szerkezete kozott (Biessmann és mtsai., 2005a). A TAS
szakaszba vagy annak kdzvetlen kozelébe inszertalodott riporter gének expresszidja variegald
fenotipust mutat, ellenben a TAS-t6l ~11 kb tavolsagra, a HTT szakaszba inszertalodott
transzgének expresszidja mar nem mutat variegaciot, hanem erdsen kifejezodnek (Biessmann
és mtsai.,, 2005b). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a TAS heterokromatikus
géncsendesitést 0koz, vagyis zart kromatinszerkezetli, mig a HTT sor nem okoz
géncsendesitést, vagyis nyilt, eukromatikus kromatinszerkezete van, amit a citologiai adatok
is alatimasztanak (Biessmann és mtsai., 2005a).

Ezeket a kovetkeztetéseket sajat eredményeink is megerdsitik. A HeT-A promoter
aktivitdsat minden bizonnyal alapvetéen befolyasoljak a retrotranszpozon sorhoz kot6do
fehérje komplexek. Az altalunk ismertetett Prod mellett korabbi munkak a Z4, és a JIL-1
fehérje jelenlétét mutattak ki a HTT soron (Andreyeva és mitsai., 2005), és sajat munkaink
alapjan ezekhez most mar hozzaadhatjuk a Chromator-t, a szumoilacioért felelds fehérjéket,
valamint TRF2/DREF komplexet és valosziniileg a NURF komplexet is. Az 6sszes emlitett
fehérje a Drosophila genom nagyszamut eukromatikus lokuszan is jelen van, ami arra utal,
hogy a HTT soron és az eukromatin egyéb részein ugyanazon fehérje komplexek iranyitjak a

génmiikodést és szabalyozzak a kromatinszerkezetet.

A Prod szerepe a HTT doménen

crer

érvényesiil, azonban a Prod-HeT-A DNS interakci® markansan eltér a centrikus
heterokromatinon leirt Prod-DNS interakciotol. A centromerikus heterokromatinon a Prod
igen nagy affinitassal kotédik az 1,686 g/cm® 10 bp-os szatellitta DNS-hez (T6rdk és mitsai.,
2000) (1. abra), ellenben a Prod-HTT interakcio sokkal kisebb affinitasu (12. és 13. abra).
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Még nem ismerjiik azt a pontos HeT-A DNS szekvencidt, melyhez a Prod kozvetleniil
kapcsolodik, de eredményeink azt valosziniisitik, hogy a Prod-HTT interakciot in vivo mas
kromoszomalis fehérjék is stabilizalhatjak. Sajat adataink alapjan ezen interakcids partnerek
egyike a Chro-Z4-JIL-1, illetve a Z4 tartalma DREF komplex lehet.

Az ¢leszté-kettoshibrid adataink megerdsitették azt a korabbi sejtést, hogy a Prod
kooperativ kotéssel homomultimereket alkotva kapcsolodhat a DNS-hez. Korabbi biokémiai
adataink arra utaltak, hogy a Prod alacsony szekvencia-specifitassal szamos DNS
szekvenciahoz kotédhet, mely kotédést épp a kooperativ interakciok stabilizalhatjak (T6rok és
mtsai., 2000). A centromerikus heterokromatinon a Prod multimerek Kkitlintetett szerepet
jatszanak a kromoszoma kondenzacioban (Torok és mtsai., 1997), ezért elképzelhetd, hogy a
HTT soron a HeT-A promoter aktivitasanak szabalyozasa is részben a kromatin szerkezet
befolyasolasaval torténik.

A Z4 és a JIL-1 pontos szerepe a telomereken még nem ismert, de az eukromatikus
kotéhelyeken az altalanos kromoszomaszerkezetre kifejtett mutans fenotipusaik alapjan
(Deng és mtsai., 2005; Eggert és mtsai., 2004; Wang és mtsai., 2001), valamint biokémiai
kialakitdsaban, ami hatassal lehet a telomerikus transzpozonok transzkripcidjara, a
telomerikus génkonverziora, és befolyasolhatja a TAS géncsendesit6 hatasanak atterjedését a
HTT szakaszra. Valosziniileg egyikiik sincs kozvetlen hatassal a TAS kromatin szerkezetére,
mivel a prod, pzg (Z4-et kodold gén), JIL-1 és chro mutaciok nem befolyasoljak a TPE-
variegacio fenotipusat (Mason és mtsai., 2004).

A telomerhossz szabalyozasanak egyik lehetséges ellenérzési pontja a HTT sor HeT-A
promoter aktivitdsanak szabalyozdsa, mert a transzkriptumok kodoljdk a transzpozicidohoz
nélkiilozhetetlen GAG fehérjét és reverz transzkriptazt, valamint templatként szolgalnak a
reverz transzkriptdz szdmara a transzpozicidhoz. Promoter aktivitast a HeT-A 3’UTR szakasz
utols6 400-600 bp hosszu részén irtak le, ami nagyjabol megfelel a 13. abran lathato 3.
fragmentumnak (Danilevskaya és mtsai., 1997; Kahn és mtsai., 2000). Ez a promoter a téle
downstream elhelyezked$ elem transzkripciojat iranyitja (Biessmann és mtsai.,, 1994,
Capkova Frydrychova és mtsai., 2008). A HeT-A elem oligo(A) farkanak 504 és 953 bp
kozotti szakaszara térképezett Prod kotdhely kdzvetleniil a HeT-A prométer régiotol upstream
helyezkedik el, ami valoszintisiti a Prod kozvetlen szerepét a HeT-A transzkripcio
szabalyozasaban. A prod mutansokbol QRT-PCR-ral kimutatott megemelked6 HeT-A
transzkript szint arra utal, hogy a Prod fehérje valoban a HeT-A transzkripcid represszora
lehet.
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A megemelkedett transzkriptum szint a prod/CyO legyek petefészkeiben azonban nem
vezet a telomer hosszabbodasahoz, ellentétben azzal, amit Su(var)205 hetrerozigdtakban
kimutattak (Savitsky és mtsai., 2002). Ennek oka valdsziniileg az, hogy a prod mutansokban a
capping struktira ép marad, nem 0gy, mint a Su(var)205 mutansokban. A politén
kromoszoémak immunhisztokémiai festésén a Su(var)205 altal kodolt HPI csak a
kromoszoémavégeken lathatdé  (Andreyeva és mtsai.,, 2005), azonban kromatin
immunprecipitacioval sikeriilt a HP1-et a HTT és a TAS doménen is kimutatni (Frydrychova
¢s mtsai., 2008). A Su(var)205 mutansban megemelkedé HeT-A transzkriptum szint a HP1
HeT-A aktivitasra gyakorolt gatld hatasat mutatja (Perrini és mtsai., 2004). A Su(var)205 és a
prod mutaciok HeT-A transzkripciora kifejtett hatasa azonban eltéré modon érvényesiilhet. A
HP1 hidnya feltehetéen nem a HeT-A promoter aktivitast valtoztatja meg, hanem a kromatin
szerkezetét. A HP1 ugyanis kozvetleniil kotédik egy hiszton metil transzferazhoz, ami a
hiszton H3 molekulak 9-es pozicidban 1év6 lizinjét trimetilalja (H3K9me3). Ez, a HTT
szakasz mentén is megtalalhato H3K9me3 moddositas lancreakcid-szerlien tovabbi HPI
fehérjek megkotddését eredményezi, ami jabb metilacidot okozva hoz létre zart kromatin
szerkezetet (Perrini és mtsai., 2004).

A prod és Su(var)205 mutaciok eltéré hatasa a telomerhosszra azt bizonyitja, hogy a
HTT koépiaszam szempontjabol a capping komplex kromoszémavég védelme egy szigoribb
szabalyozast jelent, mint a HeT-A transzkriptum szintje a csiravonalban. Ehhez hasonlo
jelenséget élesztd és human telomerek esetén is leirtak, ahol a kromoszomavégeken felépiild
fehérje komplexek iranyitjak a telomeraz hozzaférését a telomerekhez, ezzel szabalyozva a
telomer hosszabbodasat (Chan és Blackburn, 2002; Vega és mtsai., 2003; Wei és Price, 2003).

A Drosophila telomer masik két retroelemén, a TART és TAHRE elemeken nem
probaltunk Prod kotohelyet térképezni, aminek az a f6 oka, hogy a TART elem promoter
régidja még nem ismert és a TART mindkét szalarol alacsony szintli transzkriptum képzddik,
vagyis a TART tobb promoter szakaszt is tartalmazhat (Danilevskaya és mtsai., 1999; Walter
¢s Biessmann, 2004), ami nehezitené az eredmények értelmezését. A TAHRE szekvencia
nagyon hasonlo a HeT-A eleméhez (kivétel a tovabbi RT ORF) (Abad és mtsai., 2004b), de
promoéter régiot ezidaig még a TAHRE-ban sem azonositottak. Tovabba a TAHRE
transzkriptum szintje valdszinilileg elég alacsony lehet, mivel csak egyetlen teljes és két
csonka TAHRE kopia van az Oregon-R genomban (Abad és mtsai., 2004b).

A HeT-A promoter aktivitasat befolyasolhatja a TAS telomerikus domén is, amely a
géncsendesitést okoz. A TAS cisz iranya géncsendesité hatasa versenghet a HTT szakasz

génaktivacios hatasaival (Golubovsky €s mtsai., 2001; Mason és mtsai., 2000; Mason ¢és
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mtsai., 2003a), ezzel a TAS fontos szerepet jatszhat a HeT-A promoter aktivitdsanak cCisz
gatlasaban, amint azt a TAS kozeli P elem inszerciok részleges gatlasa is bizonyitja
(Biessmann és mtsai., 2005a). Mint azt fentebb targyaltuk, ezt a hatast modulalhatjak a HTT

doménen jelen 1évo fehérjék.

A Prod-Chro interakcio szerepe

Kimutattuk, hogy a Prod és a Chromator fehérjék kozvetlen kétédnek egymashoz, és
ez a kotddés alacsony affinitdsu lehet, mivel csak az Osszes fehérje mennyiség 1/100-adat
érinti. A Chromator ezen kiviil kozvetleniil kapcsolodik a Z4 cink-ujj fehérjéhez (Eggert és
mtsai., 2004) és a H3S10 kinaz JIL-1 fehérjéhez is (Rath és mtsai., 2006). A Chromator
azonban nem csak mint kromatin alkotorész ismert, hanem szintén része a magorsé matrixnak
(Johansen és Johansen, 2009), ahol kdlcsonhatd partnere egyéb magorsd matrix fehérjéknek
mint a Skeletor és az EAST (Rath és mtsai., 2004). Ezek az eredmények azt valoszinisitik,
hogy a Chromator egy adapter fehérje lehet, amely nagyszamua fehérje partnerrel képes
interakcidba 1épni. A Chromator kdlcsonhatasainak egyik jellemz6 sajatsaga, hogy az egyik
partner hidnya nem gatolja a masik partner kromoszomalis lokalizaciojat, tehat feltehetéen
laza, valtozo Osszetételii fehérje komplexek része lehet. Példaként a Z4 kromoszomalis
lokalizacioja akkor sem valtozik, ha a Chromator fehérje kifejezddését RNS interferenciaval
gatoljak, valamint a Z4-et kodold pzg mutansokban sem érintett a Chromator lokalizacidja
(Gortchakov és mtsai., 2005). Ehhez hasonléan a JIL-1 eloszlasa sem valtozik meg a
Chromator RNSi-kezelt sejtkulturakban vagy Chromator mutaciok jelenlétében (Rath és
mtsai., 2006).

Eredményeink alapjan a Prod-Chromator interakciora ugyanez mondhatdo el. A
legarulkodobb eredmény ebbdl a szempontbol az eltérd eredetli (genotipust) X
kromoszomalis HTT domének eltérd festési mintazata (19. és 20. abrak). A kiilonb6z6 Prod-
Z4/Chromator fest6dési mintazat a kiilonboz6 eredetii HTT sorokon azt jelzi, hogy a Prod
lokalizacioja sem feltétleniil fiigg a Chromator jelenlététdl és tovabbi fehérje alkotok is részt
vehetnek a kolcsonhatasban. A Prod és a Z4/Chromator festési mintazatok a kromoszéma
karokon alig fednek at (17. és 18. abra kettGs festések), és a kolokalizaciojuk a HTT soron
inkabb tlinik kivételnek, mint szabalynak. Mivel a Prod-Chromator interakci6é csak néhany
l6kuszra korlatozodik (ilyen pl. a HTT sor), ez lehet a magyarazata annak, hogy a fehérjéknek

csak 1/100-adat sikeriilt k6zos komplexben kimutatnunk in vivo.
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A Prod és a Z4/Chromator eltérd lokalizacioja eltérd funkcidt jelez. A legtobb Prod
fehérje a nagyobb mértékben kondenzalddott bandekben talalhat6, ami Gsszhangban van a
mutans fenotipusbol kovetkeztetett kromatin csomagolasban betoltott szereppel (Tordk és
mtsai., 1997). Ezzel szemben a Chromator, JIL-1, Z4 ¢és Skeletor fehérjék a politén
kromoszomak lazabban csomagolt interbandjeiben talalhatoak, ahol k6zos funkcidjuk a nyilt
kromatin szerkezet fenntartasa lehet, és ezt mutans fenotipusaik is meger6sitik (Bao és mtsai.,
2007; Deng és mtsai., 2005; Rath és mtsai., 2006). A chro és prod heterozigéta mutansokban
mért meghosszabbodott telomerek (25. abra) azonban azt jelzik, hogy a HTT soron mindkét
fehérje részt vesz a retrotranszpozicid és/vagy a homoldg rekombindcid gatlasaban,
feltehetden egy repressziv kromatin struktira kialakitdsaval. A HTT szabalyozas kivételesen
érzékeny lehet a prod dozisra, mivel a hipomorf prod® mutacié is hosszabb telomert
eredményez.

Ezek az ellentmondasos adatok gy egyeztethetok Ossze, ha azt feltételezziik, hogy
hogy a Prod és Chromator fehérjék a HTT soron olyan alternativ komplexek tagjai lehetnek,
melyek akar ellentétes funkciokat lathatnak el. Ennél fogva a Prod tartalmi Chromator
komplex ellenkez6 szerepet jatszhat a kromatin szerkezet szabalyozasaban, mint a Prod-
mentes komplex. A Chromator képes lehet a Prod-dal egyiittmiikodve represszor komplexet
alkotni - és ez magyarazhatja a prod és chro mutansokban mért hosszabb telomereket -, de a
Chro egy alternativ komplexnek is tagja lehet, amikor a Z4-en keresztiil a TRF2/DREF és
NURF komplexszel nyiltabb kromatin konformaciét hoz létre. A NURF komplex négy
tagjabol harom része a Z4 tartalmu TRF2/DREF komplexnek is, ami sejtosztodasban szerepet
jatszo gének transzkripciodjat iranyitja, mint promoter felismerd faktor (Hochheimer és Tjian,
2003). A DREF interband régiok szazaihoz kotédik a politén kromoszoman (Hirose és mtsai.,
2002), ami szinte tokéletesen atfed a Z4 lokalizacidjaval (21. abra). Ez felveti a lehetdségét a
TRF2/DREF komplex jelenlétének a HTT doménen, és ez a komplex a NURF komplexszel
Osszehangoltan els6dleges szereppel birhat az eukromatin-szerli szerkezet kialakitasaban
(Biessmann és mtsai., 2005b). Nem tudjuk, hogy ez a komplex mihez kotédik, mivel a HTT
elemekben nincs meg az 5’-TATCGATA-3" DREF target szekvencia (Matsukage és mtsai.,
2008). Elképzelheté, hogy itt a cink-ujj doménnel rendelkezé6 Z4 felelés a komplex

kihorgonyzasaért.
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A szumoilacio szerepe a HTT domén miikodésében

A szumoildcié szabalyozhatja a fehérjék funkciojat és lokalizaciojat, valamint a
fehérje komplexek Osszeszerelédését (Yeh, 2009), tovabba a szumoilaciot gyakran kapcsoljak
Ossze a transzkripcio represszidjaval. A hisztonok szumoilacidja represszalt kromatint jelez
(Shiio és Eisenman, 2003), és bizonyos transzkripciot szabalyozo fehérjék szumoilacioja
hiszton deacetilazhoz valé kapcsolodast eredményezhet, ami a kromatinrél a hiszton
acetilacios jelek eltavolitasaval a transzkripcio gatlasat okozza (Yang és Sharrocks, 2004).
Ennélfogva a szumoilacido a Prod és a HP1 fehérjékkel egyiitt a HTT transzkripcionalis
inaktivaciojaért lehetnek feleldsek, vagy egyfajta kapcsoloként miikddhetnek az alternativ
kromatin allapotok kozt.

M¢ég nem ismert, hogy mely HTT-kotd fehérjék lehetnek szumoilaltak. A Prod,
Chromator és JIL-1 is tartalmaz 2-3 magas valdszinliségii szumoilacios helyet, mig a Z4 egyet
sem. Emlitésre méltdé azonban, hogy a Windei fehérje, ami a dASETDB1/Eggless nevii H3K9
metil transzferaz kofaktoraként ismert (Koch és mtsai., 2009), erés kdlcsonhatd partnere a
Prod-nak (2. tablazat). Bar sem a Windei, sem az Eggless telomerikus jelenléte nincs
bizonyitva, de Drosophila ndstény csiravonalban - ahol a HTT retrotranszpozonok aktivak -
az egyetlen esszencidlis H3K9 metiltranszferaz az Eggless, amely a H3K9 trimetildcidhoz
sziikséges ecetmuslicaban (Yoon és mtsai., 2008). A Iétfontossagu telomerikus alkotoelem, a
HP1, pedig épp ahhoz a H3K9 modositashoz tud kapcsolodni, amit az Eggless hoz 1étre, tehat
a Windei-Eggless jelenléte a HTT soron igen valdszinti. Az Egglessrél korabban kimutattak,
hogy er6sen szumoilalt (Koch és mtsai., 2009), vagyis aktivitasa a szumoilacio fiiggvénye.
HTT kromatin szerkezetét.

Emellett barmely TRF2/DREF alkot6é fehérje szumoilacioja jelentds hatassal lehet a
HTT kromatin struktaréjara. Elképzelhetd, hogy a Prod és egyéb represszorok versengenek a
74 fehérjét is tartalmazo DREF komplexszel HTT kotéhelyekért hasonlo modon, ahogyan azt
a boundary element-associated factor (BEAF) esetében leirtak (Hart és mtsai., 1999). Az
egyes fehérjék szumoilacids szintje pedig atbillentheti a kotddés affinitdsat és ezzel a
kromatin allapotat egyik alternativ allapotbodl a masikba.

Mindazonaltal méréseink alapjan az smt3 vagy a lwr lecsdkkent dozisa nincs
kiilonosebb hatassal a telomer hosszara (24. abra). Ebbdl azonban nem kovetkezik, hogy a
HTT fehérjéinek szumoilacidja nem lenne fontos a HTT miikddéséhez, mert konnyen lehet,

hogy a heterozigotakban felére csokkent smt3 és Iwr génaktivitds még a telomerhossz
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szabalyozasahoz sziikséges hatarérték felett marad. Ez utobbi lehetdséget tamasztja ald az a
tény is, hogy az smt3 és lwr mutaciok egyiittes jelenlétére volt sziikség ahhoz, hogy
szuppresszalni lehessen a mod (mdg4) mutacid hatasat a gypsy transzpozon altal okozott
fenotipusra (Capelson és Corces, 2006). A fenti kisérletekben a gypsy insulator hatasa yellow,
white és cut fenotipusok megjelenését okozza, ami nyilvanvaloan sokkal érzékenyebb
fenotipus, mint az altalunk qPCR-el mért HTT hossz. Ez alapjan nem lehet messzemend
kovetkeztetéseket levonni abbdl, hogy mi az egyszeres mutdnsokban, egy kevéssé érzékeny
rendszerrel nem tudtunk fenotipust kimutatni.

A JIL-1 kinaz telomerikus mikodése a szumoildcional és a pzg esetében
tapasztaltaknal joval inkabb dozisfiiggd lehet, mert a JIL-1% null allé] heterozigotaiban a JIL-
1 aktivitas felezddése elég a telomerhossz szabalyozds megzavarasara, ami hosszabbodott
telomerekben jelentkezik (25. abra). A C-terminalisan csonkolt fehérjét kodold hipomorf JIL-
1% allél (Ebert és mtsai., 2004) azonban nem valtoztatja a telomerhossz homeosztazist (24.
abra), ami Osszhangban van azon adatokkal, hogy ezen mutansokban a kromoszéma
morfoldgiaja, és a hiszton metilacidos mintazat is normalis marad (Zhang és mtsai., 2006).

Savitsky és mtsai. eredményei arra utalnak, hogy a Drosophila telomerek hosszat egy
RNSi-alapt mechanizmus is szabalyozhatja, mert az RNSi Gtvonalban résztvevé spn-E (RNS
helikaz), vagy aub (Argonaute csalad) mutacidja esetén a csiravonalban megemelkedik a
TART, és kismértékben a HeT-A transzkriptum szintje (Savitsky és mtsai., 2006). Ez
szazszorosara emeli a TART transzpoziciok szamat, de nincs hatassal a HeT-A transzpoziciok
gyakorisagara. Eddigi ismereteink alapjan nem tudjuk, hogy az RNSi mechanizmus

befolyéasolja-e a HT T-n lokalizal6do proteinek mitkodését.

A 26. abran oOsszefoglaltuk a Drosophila telomerek HTT doménjén leirt Gsszes
fehérjét, és az eddig ismert adatok alapjan megprobaltuk abrazolni azok legvalosziniibb
miitkodési modelljét. Az abran feltiintettiik az 6sszes ismert fehérje interakciot.

A HTT domén fehérje interakcionak kozponti mediatora a Chromator lehet, amely
kozvetleniil kdlcsonhat a Prod, a JIL-1 és Z4 fehérjékkel. A Z4 a DREF komplex része lehet,
a Prod pedig multimerként specifikusan kotodik a HeT-A prométert kdzvetleniil megel6zo
szakaszhoz. A Prod horgonyozhatja ki a szumoilacios komplexet, és ezzel modosithatja a
kiilonbozé komplex alkotok kotési sajatossagait. A szumoildlt Eggless (nincs feltlintetve)
metilalja a H3 hisztont a 9. pozicidban 1évé lizinjén, mely modositast felismerve kotédik ide a

HP1 és gatolja a transzkripciot.
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26. abra. Az ismert HTT doménhez kot6do fehérjék és azok lehetséges interakcidit
Osszefoglalo modell. A vastag fekete vonal az igazolt fehérje-fehérje kolcsonhatasokat
jelzi, a szaggatott a feltételezett interakciokat. A kék vonal a DNS-t, a nyilak pedig az
egyedi retrotranszpozonokat szemléltetik. A zoldes szinnel feltiintetett fehérjék a nyilt,
mig a pirosas sziniiek a zart kromatinszerkezet kialakitasaban vesznek részt. A Prod
komplexben 1évo fehérjékhez iranyithatja. A Chromator mediator fehérjeként
miikddhet a Prod, JIL-1 és Z4 (DREF komplex) kozotti kdlcsonhatasokban, de egyéb
interakciok sem zarhatdak ki. A HP1 valdszinlileg a szumoilalt Eggless altal metilalt

H3K9 hisztonmodosulashoz kétddve gatolja a retrotranszpozonok transzkripcidjat.
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OSSZEFOGLALAS

Az ecetmuslica proliferation disrupter (prod) génje egy 346 aminosavbol allo DNS-
kotd kromoszomalis fehérjét kodol, mely megtaldlhatdé a masodik €s harmadik kromoszomak
centromer kornyéki heterokromatinjan, tobb szaz eukromatikus 16kuszon, valamint az 6sszes
telomeren. A Prod fehérje erdsen kotddik a méasodik és harmadik kromoszoémak centromerét
hatérol6 centromerikus heterokromatinhoz, azon beliil is egy 1,686 g/cm® fajsilyn 10 bp-0s
szatellita (ProdSat) ismétlddéshez, ahol elengedhetetlen a normalis kromoszéma
kondenzacidhoz. A Prod a heterokromatinon kozvetleniil, gyenge affinitassal ¢és szekvencia
specificitassal, kooperativan koti a DNS-t. Nincs jol jellemezhetdo DNS-koté doménje, a
fehérje 2/3-a sziikséges a DNS kotéshez. A szekvencia-specificitds elveszik, ha a fehérje N-
terminalis 74 aminosava hianyzik, de a kooperativ DNS-kotés megmarad. Egyetlen coiled-
coil domén ismerhetd fel a fehérje kdzepén, ami fehérje-fehérje interakcidban vehet részt.
Szekvencia analizis alapjan a Prod regulatora nagy valoszinliséggel PRE-t (Polycomb
Response Element) tartalmaz, vagyis a Polycomb csoport részt vehet a Prod finom
kiviil a fehérje tobb mint 400 eukromatikus helyen és az Osszes telomeren kimutathatd
immunfestéssel, azonban eukromatikus funkcidja ez idaig ismeretlen. Munkdm soran
elsdsorban a Prod fehérje telomerikus szerepét vizsgaltam.

Az eukariota telomerek olyan nukleoprotein komplexek, melyek védik a linearis
kromoszoémak végeit a degradaciotdl és a fuziotol, valamint kiegyenstlyozzék a tokéletlen
replikacio természetébdl adodo rovidiilést. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
kromoszémavégei telomeraz altal generalt ismétlédések helyett telomer-specifikus
retrotranszpozonokat tartalmaznak. Ecetmuslicdban a telomeraz enzim teljesen hianyzik, igy a
telomer harom, terminalis ismétlédést nem tartalmaz6é non-LTR retrotranszpozon (HeT-A,
valamint ezen elemek kozotti homoldg rekombinacioval hosszabbodik. Szerkezetileg az
ecetmuslicdban harom telomerikus domént tudunk megkiilonboztetni: a kromoszémalis DNS
molekula szabad végét; a retrotranszpozon ismétlédést (HTT sor), valamint a szubtelomerikus
heterokromatint, a TAS-t. Bar a telomerikus DNS szekvenciak jol ismertek, a fehérje

alkotokrol szerzett tudasunk még messze nem teljes. A nagyszamu fehérjébdl allo termindlis
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capping komplex szekvencia-specificitas nélkiil kapcsolodik a kromoszomavégekhez, és
megvédi a kromoszomavéget attol, hogy azt a DNS repair mechanizmus kettds szalu torésként
ismerje fel. A HTT domént nyiltabb, eukromatin-szerti szerkezet jellemzi, a retroelemek fej-
farok iranyultsagban helyezkednek el, az oligo(A) farkukkal mindig a centromer felé nézve. A
retrotranszpozon sor hosszat és Osszetételét tekintve jelentds kiilonbség lehet az egyes
kromoszdémavégek és egyes torzsek kozott is, de a telomerek hossza egy bizonyos hatarig
genetikailag szabéalyozott az ecetmuslicdban is. A hosszkiilonbségek jelentOsége ¢és
kovetkezményei még nem tisztazottak, de a tulsagosan hosszi HTT sor csokkenti a
termékenységet. A szubtelomerikus ismétlodé szakasz (TAS) - amely a HTT doménnel
kozvetleniil szomszédos és attol proximalis iranyban helyezkedik el - 15-26 kb hosszusagu, és
olyan komplex repetitiv blokkokbol all, melyek kromoszémanként némileg eltérd
szekvencidjuak. A TAS-t bizonyitottan a heterokromatikus, vagyis a szorosan csomagolt
kromatinszerkezet jellemzi, igy képes HTT retrotranszpozonok aktivitdsat befolyasolni.

A fent vézolt telomerikus domének nem csak a DNS szekvencia, hanem a hozzajuk
kapcsolodd kromatin fehérjék szintjén is elkiilonithetdek. Hogy megértsiik a telomerhossz
szabalyozasanak mechanizmusat, elengedhetetlen feladat a telomerikus kromatint alkoto
fehérjék azonositasa. A HTT sorhoz kapcsolodd fehérjéket nehéz azonositani, mert
ellentétben a capping fehérjék mutansainak telomer fuzids fenotipusaval vagy a TAS-hoz
kapcsolodo fehérjék mutansainak PEV moddositd hatadsaval, a HTT-koto fehérjék génjeinek
nincs megjosolhatdé mutans fenotipusa, ami egy hatasos genetikai sziirés eldfeltétele lenne.
Ezért az egyik lehetséges modszer az immunfestéssel telomerikus lokalizacidt is mutatod
ismert kromoszomalis fehérjék részletes vizsgalata marad. Ily moédon eddig harom fehérje
keriilt azonositasra, a Prod mellett a Z4 és a JIL-1. Bizonyitott, hogy a capping alkot6 HP1 kis
koncentracioban ugyan, de a HTT ¢és a TAS doménen is kimutathatdé kromatin
immunprecipitacioval. A HP1 és a Prod lehetséges szerepe a HTT soron mar részben
tisztazott, de a Z4 és JIL-1 fehérjéké még ismeretlen.

Célunk a Prod eukromatikus lokuszokon és a telomereken betdltott szerepének
tisztazasa volt. Sejtbiologiai, molekularis bioldgiai és biokémiai moddszerekkel terveztiik
azonositani a Prod pontos helyét a telomeren. Mivel a Prod nagy valosziniiséggel nem
egyediil, hanem tobb mas fehérjével egyiitt, komplexben talalhaté meg a telomerikus
kromatinban, célul tiiztiik ki Prod-dal kdlcsonhato fehérje partnerek azonositasat. Erre ¢leszto
két-hibrid sziirést alkalmaztunk, majd a kolcsonhatast biokémiai ¢és immunfestési

kisérletekkel probaltuk igazolni.
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Ecetmuslica larva nyalmirigy politén kromoszémainak immunfluoreszcens festése
alapjan a Prod fehérje szdmos eukromatikus helyen tal egyértelmiien kijeldli az Osszes
telomert. A telomerek Prod festddési mintazata jol megfelel a HeT-A probakkal tortént in situ
hibridizacié eredményének, ez a Prod-HeT-A kapcsolatra utald jel azonban 6nmagédban nem
zérja ki a tobbi telomerikus szekvencidhoz valo lehetséges kotddést. Az X kromoszoémajan
TAS-deletalt yellow® torzs Prod immunfestése alapjan a Prod fehérje a TAS domén hianyaban
is kotodik a telomerekhez, ez azonban nem zarja ki a TAS-hoz valo kotédést. A dominans Tel
mutaciot tartalmazd torzs a vad tipusnal mintegy tizszer hosszabb HTT doménnel
rendelkezik, ami féleg a HeT-A retrotranszpozon megndvekedett példanyszamanak
kdszonhetd. Ezt a torzset vad tipust Oregon-R torzzsel keresztezve olyan heterozigota
telomereket allithatunk eld, melyeknek a hossza HTT-t hordozo Tel homologja joval talnyulik
a révidebb Oregon-R homoldgon. A Prod festddés a talnyuld HTT sor teljes hosszan lathato,
tehat a Prod fehérje a HTT doménhez kapcsolédik. A TAS-t és a termindlis
retrotranszpozonokat egyarant eltavolitd deficiencia esetében a Prod fehérje telomerikus
jelenléte megsziinik. Mivel ezekben az esetekben a terminalis cap ép marad, ez bizonyitja,
hogy a Prod fehérje nem része a terminalis capping komplexnek.

A citologiai bizonyitékokon til kromatin immunprecipitacidval is igazoltuk a Prod
fehérje és a HeT-A szekvencidk kolcsonhatasat. Az UV- és FA-keresztkotott embrid
kromatinbol kinyert DNS-t P-jelsltiik és egy olyan Southern blot-hoz hibridizaltuk, amely a
teljes HeT-A szekvenciat azonositott helyzetli szubklonok formajaban tartalmazta. Ez alapjan
a Prod kozvetleniil a HeT-A promoter régio elé kotddik, ami a Prod a HeT-A transzkripcioban
betoltott lehetséges szabalyozo szerepére enged kovetkeztetni.

Ezért kvantitativ . PCR (qPCR) segitségével megvizsgaltuk, hogy a prod/CyO
heterozigota legyekben megvaltozott-e a HeT-A kopiaszdma. A mérésekbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a prod géndozis 50%-os csokkenése nem befolyasolja a transzpoziciok
gyakorisagat. Ez utan arra voltunk kivancsiak, hogy a HeT-A transzkripcids szintje
megvaltozhatott-e ezekben a heterozigbtdkban a vad tipushoz képest. Ezt kvantitativ
reverztranszkripcios-PCR-el (QRT PCR) vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a mért HeT-A
transzkriptum szint prod *®®°/CyO esetében 6,5-szér, mig prodH/CyO esetében 12,5-szor
magasabbnak bizonyult, mint az Oregon-R kontrollban. Ezen eredmények alapjan a vad
tipusu Prod fehérje represszié alatt tartja a HeT-A transzkripcios szintjét, de expresszios
szintjének 50%-o0s csokkenése mégsem emeli a transzpoziciok gyakorisagat.

Az élesztd kettds hibrid rendszerrel végzett kisérlet soran a teljes prod cDNS-t

hasznalva csaliként sikeresen azonositottunk Prod-dal kdlcsonhato fehérjéket, melyek kozt
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megtalalhatd maga a Prod fehérje is, igy most kozvetlen igazolast nyert az, hogy a Prod
multimerként kotddik a DNS-hez. Azonositasra keriilt a szumoilacios utvonal két fo tagja,
ezért feltételezhetjiik, hogy a Prod fehérje szumoildlodik, vagy a szumoilacids komplexet koti
ki Prod-interaktorok modositasahoz. A Prod fehérje telomerikus szerepéhez szorosan kothetd
a 74 és a Chromator fehérjékkel mutatott kdlcsonhatas. A Z4 egyike az ez idaig azonositott
telomerikus HTT doménhez kot6dd fehérjének, a Chromatort a Z4 fehérjével vald
interakcioja alapjan azonositottak és leirtdk, hogy jelen van az X és 2L telomereken.

S2 sejtekkel végzett koimmunprecipitacios kisérletekkel igazoltuk, hogy a Chromator
in vivo kapcsolodik a Prod-hoz, és az ismert Chromator-Z4 interakcio alapjan feltételezhetiink
egy kozos komplexet, melynek mindharom fehérje alkotoja, legalabbis a kromoszéma azon
helyein, ahol kolokalizalédnak.

Immunfluoreszcens  festéseket  végeztink  Tel/Oregon-R  hibrid  politén
kromoszoémakon, melyek sordn megerdsitést nyert, hogy a Z4 kotddik a HTT-hez és
kimutattuk, hogy a Chromator is jelen van az Osszes telomeren. Tovabbi festésekkel
igazoltuk, hogy a telomeren beliill mindkét fehérje a HTT sorhoz kotddik, vagyis a HTT
domén lehet a potencialis Z4/Chromator/Prod fehérje komplex elsddleges célpontja.

Az ¢lesztd két-hibrid adatok alapjan a Prod kolcsonhatasba 1éphet a szumoilacids
enzim kaszkad két legfontosabb tagjaval, az Uba2 és az lwr fehérjékkel. Mivel az Smt3 az
egyetlen SUMO homoldg ecetmuslicaban, egy anti-Smt3 ellenanyaggal valo festéssel
azonosithatéak a szumoilalt fehérjék a politén kromoszoéméakon. A mar emlitett festési
modszerekkel megvizsgaltuk ezen modositas jelenlétét és eloszlasat a telomereken. Az Smt3
telomerikus lokalizacioja jelzi, hogy a HTT sor er@sen szumoilalt. A telomerek szumoilacios
mintazata egybevag a Prod lokalizacioval, azaz az Smt3 végig megtalalhato a HTT soron, de
nem kapcsolodik a TAS-hoz és nem része a telomerikus cap-nek sem.

A HTT domén kromatin allapota a retrotranszpozicid és a génkonverzid szabalyozasan
keresztiil befolyasolhatja a telomer hosszat. Heterozigota mutansokban a fehérje koncentracio
a felére csokken, ami mutans fenotipus megjelenéséhez vezethet, ha a fenotipus kelléen
érzékeny a géndozisra. Esetlinkben a telomerikus fehérjék heterozigota torzseiben ez
megvaltoztathatja a telomerek hosszat. Ennek vizsgéalatdra kvantitativ PCR segitségével
megmértiilk a mutans heterozigotak HeT-A tartalmat, és Osszehasonlitottuk a vad tipussal.
Kisérletliink eredményébdl kideriilt, hogy a csokkent mennyiségli Prod és a Chromator null
allél a vad tipusnal némileg hosszabb telomert okoz, mig a Z4 ¢s SUMO redukalt szintje nincs

hatassal a telomerhosszra. Tehit a kromatin szerkezetében vagy a HTT fehérjék
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szumoilaltsagaban bekovetkezé valtozds nem feltétleniil elég a transzpoziciok vagy a
génkonverzid gyakorisaganak megemeléséhez a telomereken.

Az eddig ismert adatok és a kisérleti eredményeink alapjan létrehoztuk a Drosophila
telomerek HTT doménjének Ilehetséges muikodési modelljét. A HTT domén fehérje
interakcionak kozponti mediatora a Chromator lehet, amely kozvetleniil k6lcsonhat a Prod, a
JIL-1 és Z4 fehérjékkel. A Z4 a DREF komplex része lehet, a Prod pedig multimerként
specifikusan kotédik a HeT-A promotert kozvetleniil megeléz6 szakaszhoz. A Prod
horgonyozhatja ki a szumoilaciés komplexet, és ezzel modosithatja a kiilonb6zé komplex
alkotok kotési sajatossagait. A szumoilalt Eggless metilalja a H3 hisztont a 9. pozicidban 1évo

lizinjén, mely modositast felismerve kotddik ide a HP1 és gatolja a transzkripciot.
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SUMMARY

The proliferation disrupter gene (prod) of the fruit fly encodes a 346-amino-acid
DNA-binding chromosomal protein that localizes strongly to the centric heterochromatin of
the second and third chromosomes, as well as to >400 euchromatic sites, and to all telomeres.
The Prod protein strongly binds to the heterochromatic regions neighbouring the centromeres
of the second and third chromosomes, more specifically to a 1.686 g/cm® 10-bp satellite
(ProdSat), where it is indispensable for normal chromosome condensation. Prod cooperatively
binds DNA directly on the heterochromatin, with low affinity and sequence specificity. The
protein does not have a well-defined DNA-binding domain, 2/3 of the protein is needed for
adequate binding. When the 74 N-terminal amino acids are deleted, the sequence-specificity
of the binding is lost, however the cooperative DNA-binding remains. Only one coiled-coil
domain can be identified in the central region of the protein, which might play a part in
protein-protein interactions. Based on sequence analysis, the regulator of Prod very likely
contains a Polycomb Response Element (PRE), meaning that the Polycomb group may play a
role in the fine-tuning of Prod regulation, or that Prod itself may be part of one of the
Polycomb complexes. Besides ProdSat, the presence of Prod can be shown by
immunostaining at over 400 euchromatic loci, as well as all telomeres. The euchromatic role
of Prod is so far unknown. In my work, | primarily investigated the telomeric role of the Prod
protein.

Eukaryotic telomeres are nucleoprotein complexes that guard the ends of the linear
chromosomes from degradation and fusion, while also balancing the natural shortening of
chromosomes resulting from imperfect replication. Instead of telomerase generated repeats,
the chromosomal ends of the fruit fly (Drosophila melanogaster) contain telomere-specific
retrotransposons. The Drosophila is totally devoid of a telomerase enzyme, instead, the
telomere increases in length through the directed transposition to the chromosomal ends and
the homologue recombination between three non-LTR retrotransposons (HeT-A, TART, and
TAHRE, abbreviated as HTT). Fruit fly telomeres can be divided into three structural
domains: the free end of the chromosomal DNA molecule, the retrotransposon repeat (HTT),
and the subtelomeric heterochromatin region, the TAS. Although the sequences of the
telomeric regions are quite well known, our knowledge about the protein elements are far

from complete. The terminal capping complex, consisting of multiple proteins, binds to the
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chromosomal ends without sequence specificity and prevents the DNA repair mechanisms of
the cell from recognizing the ends as a double-stranded break. The HTT domains have a more
open, euchromatin-like structure, in which the retroelements align in a head-to-tail
orientation, with their oligo(A) tail always towards to the centromere. Depending on the
chromosome and the strain of the fruit fly, there can be major differences in the length and
composition of the retrotransposon regions, however to a certain degree, the length of the
telomeres in the fruit fly are also genetically regulated. The relevance and possible
consequences of the various lengths are not fully understood, but it is known that a too long
HTT region decreases fertility. The subtelomeric repeat region (TAS), which is situated
directly neighbouring the HTT domain in a proximal direction, has a length of 15-26 kb, and
consists of complex repetitive blocks that show slight differences in sequence from
chromosome to chromosome. The TAS region has been shown to consist of tightly packed
heterochromatin, thus allowing it to regulate the activity of the HTT retrotransposons.

The telomeric domains described above not only differ in their DNA sequences, but
also in their interacting chromatin proteins. To understand the mechanisms regulating
telomere length, it is necessary to identify all proteins comprising the telomeric chromatin.
Identifying the proteins interacting with the HTT region is however difficult, because unlike
the telomere fusion phenotype of capping protein mutants or the PEV altering phenotype of
TAS-associated protein mutants, the genes encoding for HT T-interacting proteins do not have
a well-predictable phenotype, which is a prerequisite for any effective genetic screen.
Therefore the best available strategy is the detailed investigation of known chromosomal
proteins that show telomeric localization with immunostaining. In this manner, three proteins
have been identified, besides Prod, they are Z4 and JIL-1. It has also been shown that
although in a small concentration, the capping protein HP1 can be detected with
immunoprecipitation in the HTT and TAS domains. While the roles of HP1 and Prod at the
HTT region have been partially identified, less is known about Z4 and JIL-1.

The goal of our work was to identify the role of Prod at euchromatic loci and
telomeres. We analysed the precise location of Prod within telomeres using cell biological,
molecular biological and biochemical methods. Because Prod, in all likelihood, is found in the
telomeric chromatin as part of a complex, we studied the protein-interaction partners of Prod.
For this, we used a yeast two-hybrid screen and attempted to validate positive hits using
biochemical and immunochemical techniques.

The immunofluorescent staining of polytene chromosomes of larval fruit fly salivary

glands showed that besides numerous euchromatic loci, the stained Prod proteins can clearly
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be found in every telomeric region. The Prod staining pattern of the telomeres is identical to
the in situ hybridization pattern of the HeT-A probes, indicating a Prod-HeT-A interacting
relationship. This by itself does not exclude the possibility of Prod binding to other telomeric
sequences. The Prod immunostaining of the yellow strain, which has the TAS region deleted
from its X chromosome, shows Prod binding to the telomere, even in the absence of TAS.
This by itself does not exclude the possibility of Prod being capable of binding to TAS. A
strain carrying the dominant Tel mutation has an HTT domain almost ten times longer than
wild-type, owing mostly to the increased copy number of HeT-A retrotransposons. Crossing
this line with a wild-type Oregon-R line produces heterozygote telomeres, where the Tel
homologue with the long HTT domain far overextends the shorter Oregon-R homologue.
Immunostaining of Prod shows the protein present on the entire length of the HTT overhang,
indicating that Prod binds to the HTT domain. In mutants where in addition to TAS, the
terminal retrotransposons are also deleted, the telomeric presence of Prod cannot be shown.
Because in such mutants the terminal cap remains intact, it can be concluded that the Prod
protein is not part of the terminal capping complex.

In addition to the cytological evidence, we demonstrated the interaction between the
Prod protein and HeT-A sequences using chromatin immunoprecipitation. We radiolabeled the
UV- and FA-cross-linked embryonic chromatin with *P and hybridized to a Southern blot
that carried the entire HeT-A sequence in the form of subclones each with identified positions.
Based on this experiment, we were able to conclude that Prod binds directly upstream of the
HeT-A promoter, suggesting a role for Prod in the regulation of HeT-A transcription.

Next, using quantitative PCR (qPCR), we examined whether the HeT-A copy number
changes in prod/CyO flies. From these experiments, we could conclude that 50% decrease in
the gene dosage of prod does not change the frequency of transpositions. We next wanted to
know if the transcription level of HeT-A is different in these heterozygotes compared to the
wild type. We examined this using quantitative reverse transcription-PCR (gRT-PCR), and
found that in the case of prodk®®°/Cy0O, the HeT-A transcript was 6.5 times the amount found
in the Oregon-R control, while in the case of prodH/CyO, this transcript was 12.5 times the
amount present in the Oregon-R control. Based on these results, we can say that the wild type
Prod protein represses the transcriptional activity of HeT-A, but a 50% decrease in its
expression does not increase the frequency of transpositions.

Using the yeast two-hybrid assay, with the complete prod cDNA acting as the bait, we
were able to identify the protein interacting partners of Prod, which included Prod itself,

indicating that Prod binds to DNA as a multimer. We were also able to identify the two main
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members of the sumoylation pathway, indicating that either the Prod protein itself is
sumoylated, or that it binds the sumoylation complex for the modification of other Prod
interactors. The interaction of Prod with Z4 and Chromator is a clear indicator of Prod’s
telomeric role. Z4 is one of the previously identified proteins that bind to the HTT domain of
telomeres, while Chromator was identified through its interaction with Z4, and is known to be
present at the X and 2L telomeres.

Using co-immunoprecipitation done in S2 cells, we were able to show that Chromator
binds to Prod in vivo. Based on the known interaction between Chromator and Z4, we can
surmise a common protein complex with all three proteins as members, at least at those
positions on the chromosome where the three proteins colocalize.

We performed immunofluorescent staining on Tel/Oregon-R hybrid polytene
chromosomes and found that Z4 binds to the HTT region, and that Chromator is present at all
telomeres. Further staining showed that within telomeres, both proteins bind to the HTT
region, from which we can conclude that the HTT domain can be the primary target of the
potential Z4/Chromator/Prod protein complex.

Based on the yeast two-hybrid assay results, Prod interacts with the two most
important members of the sumoylation enzyme cascade, the Uba2 and lwr proteins. Because
Smt3 is the only SUMO homologue found in the fruit fly, sumoylated proteins on the
polytene chromosomes can be identified using an anti-Smt3 antibody staining. Using this
technique, we investigated the presence and distribution of sumoylation at telomeric sites. The
telomeric localization of Smt3 indicates that the HTT region is strongly sumoylated. The
sumoylation pattern of telomeres coincides with Prod localization, that is Smt3 can be found
throughout the HTT region, but it does not bind to the TAS region or to the telomeric cap.

The chromatin state of the HTT domain can influence telomere length through the
regulation of retrotransposition and gene conversion. In heterozygote mutants, the protein
concentration is diminished by 50%, which can lead to a mutant phenotype if the phenotype is
sensitive to gene dosage. In this case, in strains heterozygotic for telomeric proteins, the
length of the telomeres is modified. To investigate this further, we used quantitative PCR to
measure the HeT-A content of the heterozygote mutants and compared to the wild type. We
found that a decreased level of Prod and the Chromator null allele slightly increase telomere
length compared to the wild-type, while a decrease in the level of Z4 and SUMO do not have
effects on telomere length. Thus the changes in chromatin structure or sumoylation of HTT
proteins is not sufficient to increase either transposition frequency or gene conversion at

telomeres.
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Based on prior knowledge and our own experiments, we were able to construct a
working model of the telomeric HTT domains of Drosophila. The central mediator of the
protein interaction at the HTT domain is likely to be the Chromator protein, as it directly
binds to the Prod, JIL-1, and Z4 proteins. Z4 is proposed to be a part of the DREF complex,
while Prod, in multimer form, specifically binds to the region directly upstream of the HeT-A
promoter. Prod likely recruits the sumoylation complex, therefore it is able to modify the
binding properties of the other members of the complex. The sumoylated Eggless protein
methylates the lysine in the 9™ position of the H3 histone, which is then recognized by the
HP1 protein, allowing it to bind to this site, ultimately leading to the inhibition of

transcription.
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