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Bevezetés

Az ecetmuslica proliferation disrupter (prod) génje egy 346 aminosavbol
allo DNS-kotdé kromoszomalis fehérjét kodol, mely megtaldlhatdé a masodik és
harmadik kromoszémak centromer kornyéki heterokromatinjan, t6bb szaz
eukromatikus lokuszon, valamint az 0sszes telomeren. A Prod fehérje erdsen
kotédik a masodik ¢s harmadik kromoszoémak centromerét hatarolo
centromerikus heterokromatinhoz, azon beliil is egy 1,686 g/cm3 fajsulyt 10 bp-
os szatellita (ProdSat) ismétlddéshez, ahol elengedhetetlen a normalis
kromoszéma kondenzacidhoz. A Prod a heterokromatinon kodzvetleniil, gyenge
affinitassal €s szekvencia specificitassal, kooperativan koti a DNS-t. Nincs jol
jellemezhetd DNS-kotd doménje, a fehérje 2/3-a sziikséges a DNS koteshez. A
ProdSat-on kiviil a fehérje tobb mint 400 eukromatikus helyen és az Osszes
telomeren kimutathatd immunfestéssel, azonban eukromatikus funkcidja ez
1daig ismeretlen. Munkdm soran elsésorban a Prod fehérje telomerikus szerepét
vizsgaltam.

Az eukariota telomerek olyan nukleoprotein komplexek, melyek védik a
linearis kromoszéméak végeit a degradaciotol ¢€s a fiziotol, valamint
kiegyensulyozzak a tokéletlen replikacido természetébdl adodd rovidilést. Az

ecetmuslica (Drosophila melanogaster) kromoszoémavégei telomeraz Aaltal



generalt ismétlédések  helyett  telomer-specifikus  retrotranszpozonokat
tartalmaznak. Ecetmuslicdban a telomeraz enzim teljesen hidnyzik, igy a telomer
harom, terminalis ismétlédést nem tartalmazo non-LTR retrotranszpozon (HeT-
A, TART ¢és TAHRE, tovabbiakban HTT) kromoszomavégre torténd célzott
hosszabbodik. Szerkezetileg az ecetmuslicdban is harom telomerikus domént
tudunk megkiilonboztetni: a kromoszomalis DNS molekula szabad végét; a
retrotranszpozon ismétlddést (HTT sor), valamint a szubtelomerikus
heterokromatint, a TAS-t. Bar a telomerikus DNS szekvenciak jol ismertek, a
fehérje alkotokrol szerzett tuddsunk még messze nem teljes. A nagyszdmu
fehérjébdl allo terminalis capping komplex szekvencia-specificitas nélkiil
kapcsolddik a kromoszomavégekhez, €¢s megvédi a kromoszdémavéget attol,
hogy azt a DNS repair mechanizmus kettds szala torésként ismerje fel. A HTT
domént nyiltabb, eukromatin-szeri szerkezet jellemzi, a retroelemek fej-farok
iranyultsagban helyezkednek el, az oligo(A) farkukkal mindig a centromer felé
nézve. A retrotranszpozon sor hosszat €s 0sszetételét tekintve jelentds kiilonbség
lehet az egyes kromoszémavégek €s egyes torzsek kozott is, de a telomerek
hossza egy bizonyos hatarig genetikailag szabalyozott az ecetmuslicdban is. A
hosszkiilonbségek jelentdsége ¢és kovetkezményei még nem tisztazottak, de a
tulsdgosan hosszt HTT sor csokkenti a termékenységet. A szubtelomerikus

1smétl6do szakasz (TAS) - amely a HTT doménnel koézvetleniil szomszédos és



attol proximalis irdnyban helyezkedik el - 15-26 kb hosszisagu, és olyan
komplex repetitiv blokkokbol all, melyek kromoszémanként némileg eltérd
szekvencigjuak. A TAS-t bizonyitottan a heterokromatikus, vagyis a szorosan
csomagolt kromatinszerkezet jellemzi, igy képes HTT retrotranszpozonok
aktivitasat befolyasolni.

A fent vazolt telomerikus domének nem csak a DNS szekvencia, hanem a
hozzajuk kapcsolddd kromatin fehérjék szintjén is elkiilonithetéek. Hogy
megértsiik a telomerhossz szabalyozdsanak mechanizmusat, elengedhetetlen
feladat a telomerikus kromatint alkotd fehérjék azonositasa. A HTT sorhoz
kapcsolodd fehérjéket nehéz azonositani, mert ellentétben a capping fehérjék
mutansainak telomer fuzids fenotipusaval vagy a TAS-hoz kapcsoldédo fehérjék
mutansainak PEV moddosité hatdsaval, a HTT-koté fehérjék génjeinek nincs
megjosolhatd mutans fenotipusa, ami egy hatasos genetikai szlirés eldfeltétele
lenne. Ezért az egyik lehetséges modszer az immunfestéssel telomerikus
lokalizacidt is mutatd ismert kromoszomalis fehérjek részletes vizsgalata marad.
[ly modon eddig harom fehérje keriilt azonositasra, a Prod mellett a Z4 és a JIL-
1. Bizonyitott, hogy a capping alkoté HP1 kis koncentraciéban ugyan, de a HTT
¢s a TAS doménen is kimutathaté kromatin immunprecipitdciéval. A HP1 és a
Prod lehetséges szerepe a HTT soron mar részben tisztazott, de a Z4 ¢és JIL-1

fehérjéké még ismeretlen.



Ceélkituzések

Célunk a Prod eukromatikus lokuszokon ¢€s a telomereken betoltott
szerepének tisztdzasa volt. Sejtbiologiai, molekularis biologiai €és biokémiai
modszerekkel terveztiikk azonositani a Prod pontos helyét a telomeren. Mivel a
Prod nagy valoszinliséggel nem egyediil, hanem tobb mas fehérjével egyiitt,
komplexben talalhaté meg a telomerikus kromatinban, célul tiiztiik ki Prod-dal
kolcsonhatd fehérje partnerek azonositasat. Erre élesztd két-hibrid sziirést
alkalmaztunk, majd a kolcsonhatast biokémiai és immunfestési kisérletekkel

probaltuk igazolni.

Alkalmazott modszerek

- Kromoszdéma immunfestések

- UV keresztkotés, formaldehid keresztkotés és kromatin tisztitas
- GST-pulldown

- BAC filterek és Southern blot hibridizacio

- RNS- ¢és DNS kivonas, cDNS szintézis, qPCR

- Eleszté két-hibrid kisérlet

- Immunprecipitaciod



Eredmények

Ecetmuslica larva nyalmirigy politén kromoszdémainak
immunfluoreszcens festése alapjan a Prod fehérje szamos eukromatikus helyen
tal egyértelmiien kijeloli az 0Osszes telomert. A telomerek Prod festddési
mintazata jol megfelel a HeT-A probakkal tortént in situ hibridizacid
eredményének, ez a Prod-HeT-A kapcsolatra utalo jel azonban 6nmagaban nem
zarja ki a tobbi telomerikus szekvencidhoz vald lehetséges kotodést. Az X
kromoszomajan TAS-deletalt yellow' térzs Prod immunfestése alapjan a Prod
fehérje a TAS domén hidnyaban is kotédik a telomerekhez, ez azonban nem
zarja ki a TAS-hoz valo kotédést. A dominans Tel mutéciot tartalmazo torzs a
vad tipusnal mintegy tizszer hosszabb HTT doménnel rendelkezik, ami féleg a
HeT-A retrotranszpozon megnovekedett példanyszdméanak koszonhetd. Ezt a
torzset vad tipustt Oregon-R torzzsel keresztezve olyan heterozigdta telomereket
allithatunk el6, melyeknek a hosszo HTT-t hordozo Tel homoldgja joval
tulnyulik a rovidebb Oregon-R homologon. A Prod festdédés a tilnytlé HTT sor
teljes hosszan lathatd, tehat a Prod fehérje a HTT doménhez kapcsolddik. A
TAS-t ¢és a termindlis retrotranszpozonokat egyarant eltavolitd deficiencia
esetében a Prod fehérje telomerikus jelenléte megsziinik. Mivel ezekben az
esetekben a termindlis cap €p marad, ez bizonyitja, hogy a Prod fehérje nem

része a terminalis capping komplexnek.



A citologiai bizonyitékokon tul kromatin immunprecipitacioval is
igazoltuk a Prod fehérje és a HeT-A szekvencidk kdlcsonhatasat. Az UV- és FA-
keresztkotott embrio kromatinbol kinyert DNS-t *P-jelsltiik és egy olyan
Southern blot-hoz hibridizaltuk, amely a teljes HeT-A szekvenciat azonositott
helyzetli szubklénok formajaban tartalmazta. Ez alapjan a Prod kozvetleniil a
HeT-A promoter régido elé kotddik, ami a Prod a HeT-A transzkripcidban
betoltott lehetséges szabalyozé szerepere enged kovetkeztetni.

Ezért kvantitativ  PCR (qPCR) segitségével megvizsgaltuk, hogy a
prod/CyO heterozigota legyekben megvaltozott-e a HeT-A kdpiaszama. A
mérésekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a prod génddzis 50%-os csokkenése
nem befolyésolja a transzpozicidok gyakorisagat. Ezutan arra voltunk kivancsiak,
hogy a HeT-A transzkripciés szintje megvaltozhatott-e ezekben a
heterozigotakban a vad tipushoz képest. Ezt kvantitativ reverz-PCR-el (qRT
PCR) vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a mért HeT-A transzkriptum szint
prod“®%/Cy0 esetében 6,5-szor, mig prodH/CyO esetében 12,5-szor
magasabbnak bizonyult, mint az Oregon-R kontrollban. Ezen eredmények
alapjan a vad tipusti Prod fehérje represszid alatt tartja a HeT-A transzkripcios
szintjét, de expresszids szintjének 50%-o0s csOkkenése mégsem emeli a
transzpoziciok gyakorisagat.

Az ¢élesztO kettOs hibrid rendszerrel végzett kisérlet soran a teljes prod

cDNS-t hasznalva csaliként sikeresen azonositottunk Prod-dal kolcsOnhato



fehérjéket, melyek kozt megtalalhaté 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 {06 tagja, ezért feltételezhetjiik, hogy a Prod
fehérje szumoilalodik, vagy a szumoilacios komplexet koti ki Prod-interaktorok
modositdsahoz. A Prod fehérje telomerikus szerepéhez szorosan kothetd a Z4 és
a Chromator fehérjékkel mutatott kolcsonhatas. A Z4 egyike az ez idaig
azonositott telomerikus HTT doménhez k6tddo fehérjének, a Chromatort a Z4
feheérjével valo interakcioja alapjan azonositottak és leirtak, 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 mindhdrom
feherje alkotdja, legalabbis a kromoszoma azon helyein, ahol kolokalizalodnak.

Immunfluoreszcens festéseket végeztiink Tel/Oregon-R hibrid politén
kromoszomakon, melyek soran megerdsitést nyert, hogy a Z4 kotddik a HTT-
hez ¢és kimutattuk, hogy a Chromator is jelen van az dsszes telomeren. Tovabbi
festésekkel igazoltuk, hogy a telomeren beliil mindkét fehérje a HTT sorhoz
kotodik, vagyis a HTT domén lehet a potencialis Z4/Chromator/Prod fehérje
komplex elsddleges célpontja.

Az ¢élesztd két-hibrid adatok alapjan a Prod kolcsonhatasba léphet a

szumoilacids enzim kaszkad két legfontosabb tagjaval, az Uba2 és az Iwr



fehérjékkel. Mivel az Smt3 az egyetlen SUMO homolog ecetmuslicdban, egy
anti-Smt3 ellenanyaggal vald festéssel azonosithatdak a szumoilalt fehérjék a
politén kromoszomakon. A mar emlitett festési modszerekkel megvizsgaltuk
ezen modositas jelenlétét és eloszlasat a telomereken. Az Smt3 telomerikus
lokalizacidja jelzi, hogy a HTT sor er0sen szumoilalt. A telomerek szumoilacios
mintazata egybevag a Prod lokalizacidval, 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 retrotranszpozicio és a génkonverzio
szabalyozasan keresztiil befolyasolhatja a telomerhosszt. Heterozigdta
mutansokban a fehérje koncentracid a felére csokken, ami mutdns fenotipus
megjelenéséhez vezethet, ha a fenotipus kelléen érzékeny a géndozisra.
Esetlinkben a telomerikus fehérjek heterozigota torzseiben ez megvaltoztathatja
a telomerek hosszat. Ennek vizsgalatira kvantitativ. PCR segitségével
megmértiik a mutans heterozigotak HeT-A tartalmat, és 6sszehasonlitottuk a vad
tipussal. Kisérletiink eredményébdl kideriilt, hogy a csokkent mennyiségii Prod
¢s a Chromator null allél a vad tipusnal némileg hosszabb telomert okoz, mig a
74 és SUMO redukalt szintje nincs hatdssal a telomerhosszra. Tehat a kromatin
szerkezetében vagy a HTT fehérjék szumoilaltsigaban bekovetkezd valtozas
nem feltétlenlil elég a transzpoziciok vagy a génkonverzid gyakorisaganak

megemeléséhez a telomereken.



Az eddig ismert adatok és a kisérleti eredményeink alapjan 1étrehoztuk a
Drosophila telomerek HTT doménjének lehetséges miikodési modelljét. A HTT
domén fehérje interakcionak kozponti medidtora a Chromator lehet, amely
kozvetleniil kolcsonhat a Prod, a JIL-1 és Z4 fehérjékkel. A Z4 a DREF
komplex része lehet, a Prod pedig multimerként specifikusan kotédik a HeT-A
prométert kozvetleniil megel6zé szakaszhoz. A Prod horgonyozhatja ki a
szumoilacidos komplexet, €s ezzel modosithatja a kiilonb6zd komplex alkotok
kotési sajatossagait. A szumoilalt Eggless metilalja a H3 hisztont a 9. lizinjén,

mely modositast felismerve kotddik ide a HP1 és gatolja a transzkripciot.
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