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1. Bevezetés

1.1 Atelomer

Az eukariéta sejtek szamos evoluciods Gjitast hordoznak a prokariéta sejtekhez képest. Ezek egyike a
megnovekedett méretd genom, amely a prokariétak tobbségétél eltéréen nem cirkuldris, hanem
linearis kromoszédmadkba szervezddik. A linedris kromoszoémak lazdbb szerkezet(l, transzkripciésan
aktiv eukromatinbdl és kompaktabb strukturdja, transzkripcidt tekintve kevésbé aktiv
heterokromatinbdl allnak. Bar a heterokromatikus régiokrdl csak ritkan torténik transzkripcid, ezek
mégis fontos elemei a genomnak, példaul ilyenek a centromerek és a kromoszéma végeken taldlhaté

telomerek is.

A telomerek helyes m(ikodése felel a kromoszéma végek védelméért, igy nélkildzhetetlenek a
genom stabilitdsanak megdbrzésében [Muller 1938, McClintock 1941, 1942]. A telomer funkcidja
kett6s: egyfel6l megakaddlyozza a DNS hibajavitd mechanizmusokat abban, hogy a kromoszéma
végeket DNS torésként ismerjék fel, masrészt pedig megoldast jelent a végek replikacidjanak
problémajara. A linearis kromoszéma DNS replikacidja sordn specialis problémat jelent az, hogy a
DNS polimeraz nem tud DNS szintézist inditani, csak mar |étez6 nukleinsav lancot folytatni. Az
orokitéanyag masolasa soran ezért a sejt RNS oligonukleotidokat hasznal a DNS szintézis
elinditasahoz. Ezek a rovid nukleotidlancok késébb eltdvolitdsra keriilnek és helyliket a DNS
polimerdz tolti fel. Viszont a lemaradd szdlon Iévé utols6 RNS molekula eltavolitasa utdn nincs
nukleotidlanc, amit a DNS polimerdaz folytathatna, igy ez a szal minden ciklusban minimum az RNS
lanc hosszaval megegyez6 mértékben rovidil [Olovnikov 1971, Watson 1972]. A kromoszdma vég
replikdcié problémdra a legelterjedtebb megoldas az él6vildgban egy specidlis enzim, a telomeraz
haszndlata. A telomeraz egy fehérje és RNS alegységekbdl szervez6d6, reverz transzkriptaz aktivitasu
enzim, ami az RNS templat segitségével meghosszabbitja az egyébként folyamatosan rovidiild
telomer régidt [Greider és Blackburn 1985; Nugent és Lundblad 1998]. A kromoszémalis DNS vége igy
a telomeraz templdtjdnak rovid ismétl6déseibdl, illetve tovabbi heterokromatikus szervez&désd
telomer asszocialt szekvencidkbol (TAS) all. EmIGsok esetén az ismétl6d6 szekvencia a , TTAGGG”,
melyet specifikus fehérjék felismernek és hozzakétédnek [Nugent és Lundblad 1998]. A
szekvencidhoz kot6do fehérjék a telomeraz enzim mikddésének szabdlyozdsa mellett biztositjdk a
telomer madsik f6 funkcidjat, azaz meggatoljak, hogy a DNS hiba javitd mechanizmusok torésként
ismerjék fel a kromoszdma végeket és ,kijavitsdk” azokat, mely folyamat kromoszéma fuzidkat

eredményezne [Sandell és Zakian 1993, van Steensel és de Lange 1997]. Emberben hat fehérje vesz
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részt kozvetlenll a kromoszoma végek épségének védelmében: a TRF1, TRF2, POT1, TPP1, TIN2, és a
hRapl, melyek egyiitt a shelterin komplexet alkotjdk [Liu et al. 2004, dsszefoglalva: Palm és Lange
2008, Diotti és Loayza 2011]. Ez a komplex alakitja ki a telomerekre jellemzé specialis strukturat, a
telomerikus hurkot (t-loop) [Griffith et al. 1999]. A hurok azaltal jon létre, hogy a kromoszomak
egyes-szalu 3’ tulnyuld vége visszahajlik a kettls-szalu régio felé és leszoritja a vele azonos
szekvenciaju szalat, hibridizalva annak komplementer szakaszaval [6sszefoglalva: de Lange 2004] (1.
abra, B panel). A t-hurok mellett egy masik jellegzetes DNS szerkezet, a G-kvadruplex is kialakulhat a
kromoszéma végeken [Williamson 1994, Mullins et al. 2016] (1. dbra, C panel). Ennek jelenléte nem
zarja ki a t-hurok formalodasat (1. abra, D panel), azonban az, hogy in vivo pontosan milyen

szerkezetet vesz fel a telomer, még nem tisztazott [Oganesian és Karlseder 2009].

A shelterin fehérjék koziil a TRF1 [Bianchi et al. 1997] és a TRF2 [Bilaud et al. 1997] a kett&s-szalu
DNS-kotésért felel, mig a POT1 az egyes-szali DNS-t koti [Baumann és Cech 2001]. Ennek
megfelel6en, hidanyukban a kett6s-szali vagy egyes-szalu toréseket felismeré hibajavitasi
mechanizmusok aktivalddnak. A TPP1 fehérje nem kot DNS-t, viszont ez a protein felel a POT1
shelterin komplexhez valé két6déséért [Xin et al. 2007] (1. abra, A panel). A TIN2 és a hRap1 fehérjék
ugyancsak elengedhetetlenek a komplex szervezédéséhez és mikodéséhez [Kim et al. 1999,

Nandakumar et al. 2012, Li et al. 2000].
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1. dbra: A kanonikus telomer ,,cap” szerkezetének sematikus abrazolasa

(A) A human shelterin komplex tagjai és a koztiik 1évé kolcsonhatasok. A fehérjék a , TTAGGG” szekvenciat
ismerik fel, a TRF1 és TRF2 kettGs-szalu DNS-t kotnek, mig POT1 az egyes-szalu tulnyuld véget. (B-D) A
kromoszoma végekre jellemzd strukturdk: a telomerikus hurok és a G-kvadruplex. A telomerikus hurkot
elektronmikroszkdp segitségével fedezték fel [Griffith et al. 1999], azonban in vivo |étezése vitatott. A telomer
3’ tulnyuld szalanak G-kvadruplex szerkezete bizonyitott, és rakterapids célpontként fontos a gydgydszatban
[Hurley et al. 2000, Gomez et al. 2004, Bidzinska et al. 2013]. A shelterin fehérjék nélkiil nem alakulnak ki ezek a
strukturak [Oganesian és Karlseder 2009, Mullins et al. 2016].



A telomer fenntartdsdban az emlitett fehérjéken kivil mas proteinek is részt vesznek. Els6ként
emlitend6k a DNS javitasi mechanizmusok szerepl8i, az ATM és ATR utvonalbdl ismert fehérjék
(Mrel11, Rad50, Nbs, ATM, ATR, ATRIP, ku70/ku80) [6sszefoglalva: Lydall 2009]. A guaninban és
citozinban gazdag telomerikus DNS replikdciéjahoz kiilonb6zé helikdazok, nukledzok és kromatin
szerkezetet valtoztatd faktorok is sziikségesek [Oganesian és Karlseder 2009, Diotti és Loayza 2011,
Stewart et al. 2012]. A telomer fenntartds bonyolultsagat fokozza tovabb3a, hogy a heterokromatinba
szervez6d6 telomerikus ismétlédésekrél RNS molekuldk irédnak at, mely RNS féleségek is részt
vesznek a telomer funkcid kialakitdsaban [Azzalin et al. 2007, Deng et al. 2009]. Az eml&s telomer

fenntartasaban részt vevs fontosabb fehérjéket a 2. dbra foglalja 6ssze (2. abra, A panel).

A kromoszoma végek fenntartasa azonban nem csak az eddig ismertetett médon lehetséges.
Bizonyos esetekben a telomer meghosszabbodasa végbemehet homoldg rekombindcidval. Ilyen
folyamat zajlik példaul egyes eml8s sejtvonalakban [Rendel et al. 1997] és rakos sejtekben [Rendel
2003]. Taldlunk a kanonikustdl eltéré telomer szerkezetet és mikodést, példaul hagymafélékben,
selyemhernydkban és egyes légyfajokban, kozottiik Drosophila-félékben is [6sszefoglald: Fulcher
2014]. Laborunkban az ecetmuslicaval (Drosophila melanogaster) foglalkozunk, mely az egyik
legrégebb 6ta hasznalt modellorganizmus [Morgan 1903, Carpenter 1905]. Az elmult tébb mint szaz
év alatt hatalmas genetikai eszkoztar és tudas halmozddott fel, melynek segitségével nem pusztan a
Drosophila melanogasterrél nyertiink informacidt, de lehetévé valt minden eukariétaban, koztik az
emberben lejatsz6dd molekularis folyamatok jobb megértése is. Ezért, bar a Drosophildkban a
telomer fenntartasa bizonyos mértékben eltér az emberétél, annak vizsgdlata a fennmarado

hasonldsagok miatt mégis indokolt.

1.2 A Drosophila telomer és a terminin fehérjék

A Drosophila melanogasterben és a vele rokon fajokban nincsen telomerdz enzim. A kromoszéma
végek meghosszabbitdsa ezekben az allatokban retrotranszpozicidval térténik [Cenci et al. 2003,
Pardue és DeBaryshe 2003, Villasante et al. 2007, 2008]. A retrotranszpozonok mozgékony genetikai
elemek, melyek a DNS alapu transzpozonoktél eltér6 modon mozognak a genomban. A
retrotranszpozicié sordn a retrotranszpozonrdél RNS molekula képzédik, mely a retrovirusokhoz
hasonldan kddol egy reverz transzkriptaz enzimet. A reverz transzkriptaz az RNS molekulardl egy DNS
masolatot készit, mely képes beéplilni a genomba. Drosophila melanogaster telomerein, a reverz

transzkripcid sordn a retrotranszpozon mMRNS-ek poli-A végilikkel a kromoszoma végekhez



csatlakoznak, majd a telomerdzhoz hasonldéan, a transzpozon eredet(i reverz transzkriptaz

meghosszabbitja a kromoszdma 3’ végét [Biessmann et al. 1992].

A folyamatban hdrom specifikus, csak a kromoszoma végek kialakitdsdban szerepet jatszo
retrotranszpozon vesz részt, a HeT-A [Biessmann et al. 1990], a TART [Levis et al. 1993], és a TAHRE
[Abad et al. 2004]. A Drosophila telomerikus régidja ennek megfelel6en ezen retrotranszpozonok és
5’ csonkolddott formaik ismétlédéseibdl szervezédik (HTT-array). A retrotranszpozon ismétlédések
mellett a telomer részét képez6 szubtelomerikus régiok (telomer asszocialt szekvencidk - TAS), a
kanonikus telomerekhez hasonldan, ebben az esetben is er6sen heterokromatikus szervez6désdek. A
transzpozonok tobbsége HeT-A és TART, mig TAHRE elembdl atlagosan egy képia taldlhaté a
genomban [Abad et al. 2004]. A TART és a TAHRE elemek két nyitott leolvasasi keretet tartalmaznak,
az elsé a GAG fehérjét kddolja, mig a mdsodik a reverz transzkriptaz enzimet. A harom koézil
leggyakoribb HeT-A transzpozon viszont csak GAG fehérjéket kdédol, igy m(ikodéséhez sziikség van a

TART vagy TAHRE elemek reverz transzkriptdzara [Biessmann et al. 1992].

Mivel a retrotranszpozicid kozel véletlenszerli esemény, egyes Drosophila populdcidk kozott nagy
eltérések lehetnek a telomerek hosszaban. Az is el6fordulhat, hogy a retrotranszpozon ismétlédések
teljesen hianyoznak, ilyen eseteket taldlhatunk természetes populdcidkban vagy laboratériumi
torzsek kozott is [Mechler et al. 1985, Mason et al. 2004]. Ezek a torzsek életképesek, ami a telomer
alternativ. meghosszabboddsat lehetévé tevs, a mar emlitett homoldg rekombinacion alapuld
mechanizmus fontossagara utal [Mason és Biessmann 1995, Capkova Frydrychova et al. 2008]. A
kromatin szerkezet 0sszefliggésben van a telomer hosszaval, mert a retrotranszpozicié valdszinlsége
a transzpozonok transzkripciéjanak fliggvénye, tehat a telomerikus régidk kondenzaltsaganak
csokkenése a transzpoziciok szamdanak névekedését eredményezi. Ezt a jelenséget figyelhetjiik meg a
tel mutans esetében, ahol jelent6sen megné a telomer régidk hossza [Siriaco et al. 2002]. A tul
hosszu telomer csokkenti a néstény legyek fertilitdsat, igy a retrotranszpozon transzkripcidjanak
pontos szabalyozasa nem csak a telomer végek elvesztése miatt fontos [Torok et al. 2007, Walter et

al. 2007].

A rovid ismétlédésekbdl alld kanonikus telomer szervezddésétél eltéréen, Drosophildban a
retrotranszpoziciéval kialakuld kromoszéma végek nagy szekvenciavaltozatossdagot mutatnak. A
szekvenciavdltozatossag miatt kizart, hogy a specifikus szekvenciat felismerd shelterin komplex
m(ikod6képes legyen ecetmuslicdban. Azonban mivel mégsem tapasztaljuk a kromoszomak
Osszetapadasat, ami a kromoszédma végek védelméért felel6s komplex hidnyara utalna, egy

shelterinnel azonos funkcidju komplex jelenlétére kovetkeztethetiink. A feltételezett komplex



tagjainak azonositdsa klasszikus genetikai mddszerekkel tortént. Tébb olyan mutans izolalasa is
sikeres volt, melyekben a larvak mitotikusan osztédd neuroblasztjaiban hibas volt a telomer capping,
azaz gyakoriak voltak a kromoszdma fuzidk. A genetikai analizis eredményeként sikeriilt azonositani a
telomer funkcidban résztvevé egyéb gének mellett, a kromoszoémavégek védelméért felel6s géneket
is. Ezeknek a termékei a shelterinnel analdg fehérjekomplexet alkothatjak, melyet termininnek
neveztek el [Raffa et al. 2011]. A hipotetikus terminin komplex négy telomer specifikus fehérjébdl
(HOAP, HipHop, Ver, DTL) és a heterokromatinban gyakran elGfordulé HP1 fehérjékbdl all. A
shelterintdl eltéréen a terminin szekvenciatél figgetlenil képes a DNS-hez kétédni [Cenci et al. 2005;
Mason et al. 2008; Raffa et al. 2013]. A terminint alkotd fehérjék, a HP1-et kivéve, csak a telomerek

fenntartasaban jatszanak szerepet.

A terminin fehérjéken kivil a Drosophildban is szamos tovabbi fehérje sziikséges a kromoszéma
végek kialakitdsdhoz és fenntartdsdhoz. A DNS javitdsi mechanizmusok résztvevéi, akdarcsak a
telomerdazzal kialakuld telomerek esetén, a Drosophila retrotranszpozicidval létrejott telomereinek
védelmében is fontos szereppel birnak. igy az ATM és az Mre11-Rad50-Nbs (MRN) komplex tagjainak
hidnydban a telomer m(ikddés hibdjara utalé kromoszéma fuzidkat figyelhetiink meg [Ciapponi et al.
2004, 2006, Komonyi et al. 2009]. Drosophildban az ATR és ATRIP fehérjék mutdacidja esetén nem
tapasztalunk telomer fuzidkat, viszont ATM és ATR kettds mutansokban sulyosabb fenotipus jelenik
meg, mint az ATM mutansokban, ami részlegesen atfedd funkciéra utal [Bi et al. 2005]. Ezen
fehérjéken kivil fontos, a Drosophila-félékben konzervalt proteinek még az UbcD1 ubikvitin ligdz
[Cenci et al. 1997], a Woc transzkripcidés faktor [Raffa et al. 2005] és a kis RNS-ek (piRNS)
biogenezisében részt vevé Armi és Aub fehérjék, melyek hidnya szintén kromoszéma fuziot
eredményez [Khurana et al. 2010]. A telomer miikédésének feltdrasa még nem teljes, a kdzelmultban
tovabbi fehérjéket fedeztek fel, melyek nemcsak Drosophilaban, de emberben is jelent&séggel birnak
(2. dbra, B panel) [Singh és Lakhotia 2015, Cenci et al. 2015, Yamaki et al. 2016, Lopez-Panadeés és
Casacuberta 2016, Cipressa et al. 2016].
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A) H u ma’ n telo mer A (GC-gazdag) telomerikus DNS replikacidjat lehetdvé tevd fehérjék

TE, \ S
ORC prereplication ‘@_A}“'
Helikazok complex (Orc1-6)
Nukledzok CST komplex

Kohezin

(o

%

TANK1
TANK2

5
PINX1
le;
AKTIP
(Peo)
CBX5 )
( ) Ku70

Telomeraz

Kromoszéma végek
meghosszabbitasa

Egyéb telomer
funkcio

(HP1)

Kulénbszé DNS hibajavitod utvonalak aktivalasa

B) Drosophila telomer

e

ORC prereplication
complex (Orc1-6)

Retrotranszpozonok mikédéséhez kapcsolhaté gének

PiRNS érés

HTT reverz
transzkriptaz

\ Kromoszéma végek
meghosszabbitasa

Egyéb telomer

funkcié MRN komple;

Kulonb6zd DNS hibajavité utvonalak aktivalasa
2. dbra: A human és a Drosophila telomer fenntartasban részt vevd fehérjék és kapcsolatianak vazlatos
abraja
Az ember (A) és a Drosophila (B) telomer fenntartasban részt vevé fontosabb ismert fehérjék. A shelterin (A) és
a terminin (B) komplexek az abrdk kozpontjdban lathatéak kék kérben. A shelterin és terminin fehérje
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komponenseik elhelyezkedése a feltételezett komplexen belili kapcsolataikat mutatjak. A kék koron kivil
azokat az ismert fehérjéket jeloltiik, melyek részt vesznek a telomer hosszanak szabdlyozasaban, illetve a DNS
hibajavitasi Utvonalakban. A Drosophila és human telomer fenntartdsban részt vevé fehérjék koziul szamos
megegyezik (vastagon szedve). Mindkét esetben zold szin jeldli a kromoszomak meghosszabbitasat végzé
enzimet és piros a DNS hibajavitdshoz kapcsolhatd fehérjéket. A human és Drosophila telomer fenntartasban
részt veve fehérjék kozti f6 kiilonbségeket visszavezethetjik az eltérd fenntartasi mechanizmusokra: emberben
a,,GC” gazdag szekvenciak replikacidja (kék) [Cenci et al. 2005, Deng Z et al. 2007, Oganesian és Karlseder 2009,
Diotti és Loayza 2011, Stewart et al. 2012, Burla et al. 2015, Cipressa et al. 2016], mig Drosophildban a
retrotranszpozonok transzkripcidjanak szabalyozasa (kék) jelenti a f6 eltérést [Raffa et al 2011, 2013, Burgio et
al. 2011, Silva-Sousa et al. 2012, Takacs et al. 2012, Singh és Lakhotia 2015, Cenci et al. 2015, Yamaki et al.
2016, Lopez-Panades és Casacuberta 2016, Cipressa et al. 2016]. Sargdval jeloltiik az egyéb telomer funkcidkat
végz( fehérjéket.

1.2.1 Terminin fehérjék

Mig emberben a shelterin komplex felel6s a kromoszéma végek DNS javitd mechanizmusok el6li
elrejtéséért és hosszuk szabdlyozasaért, addig Drosophildban a terminin fehérjék latjak el ezt a
funkciét. A HP1, a HOAP, a HipHop, a Ver és a DTL proteinek a kromoszémak végein taldlhatéak és
hidnyukban kromoszédma fuzidkat figyelhetiink meg [Fanti et al. 1998, Cenci et al. 2003, Raffa et al.
2009, Gao et al. 2010, Raffa et al. 2010]. Immunprecipitacids kisérletek sordn ezek a fehérjék egyiitt
tisztulnak, ezért feltételezziik, hogy komplexet alkotnak [Raffa et al. 2011]. A komplex léte azonban
mindmaig hipotetikus, szervez6dése és sztochiometridja nem ismert. Az 6t terminin fehérjébdél négy,
a HOAP, a HipHop, a Ver és a DTL jelent&sen kisebb konzervéltsagot mutat a Drosophila fajok kdzott,
mint mas Drosophila proteinek, ami meglepd, hiszen az alapvet6 sejtm(ikodéshez kdthets fehérjék
altaldban konzervdltak. Még meglepSbb, hogy ezek a vdltozékony fehérjék olyan konzervalt
utvonalak szerepl8ivel kozosen latjak el a funkcidjukat, mint a DNS hibajavitdé mechanizmus proteinjei

(2. dbra). A fehérjék alacsony konzervaciojat a fehérjék gyors evolucidjaként értelmezzik.

A kovetkez6kben a terminin fehérjéket egyenként tekintem at, csak legfontosabb ismert szerepiiket,

valamint egymadssal és DNS-sel mutatott kapcsolatukat emlitve.

DTL/Moi

DTL (Drosophila Telomer Loss, masik nevén Modigliani) kisméretl protein (21kDa), mely
immunprecipitacios kisérletek alapjan kélcsénhat a HOAP és a HP1 fehérjékkel [Raffa et al. 2009]. A
HOAP sziikséges a DTL telomeren torténd lokalizaciéjahoz [Raffa et al. 2009]. DTL mutansban az
egyes-szalu DNS torést felismeré ATR DNS hibajavité mechanizmus aktivalodik, mely kromoszéma

fuzidkat eredményez [Komonyi et al. 2009].

Erdekesség, hogy a DTL a Tgsl fehérjék egy bicisztronos mRNS-rél képzédnek, igy kozos
transzkripcids szabalyozas alatt allnak. A Tgsl egy trimetil-guanozin-szintazt kdédol, ami nem vesz

részt a telomer fenntartasban [Komonyi et al. 2005].
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Ver
Verrocchio (Ver) egy 24 kDa méret(i fehérje melynek hianyaban, - akarcsak a DTL esetén - az ATR DNS
hibajavité utvonal aktivalddik. Immunprecipitacids kisérletek soran a Ver a HOAP és a DTL fehérjékkel

hat kélcson [Raffa et al. 2010].

HOAP

HOAP (HP1-ORC Associated Protein) a HP1-gyel valé kdlcsénhatdsa utan kapta a nevét [Cenci et al.
2003]. HOAP-ot a caravaggio (cav) gén kddolja. Ez a 60 kilodalton koérili fehérje a legnagyobb a
terminin fehérjék kozott, és kozponti szerepet lat el a telomer szervezédésében. Hidanydban a
HipHop, a DTL és a Ver fehérjék sem lokalizalddnak a telomeren [Gao et al. 2010, Raffa et al. 2009,
2010], tovabba a DNS javité mechanizmusok aktivalddnak és a sejtciklus megall [Musaro et al. 2008].

HOAP kettGs-szalu DNS-hez kotddik, funkcidjaban a TRF1 és TRF2 shelterin fehérjékre hasonlit.

Erdemes megemliteni, hogy HOAP nemcsak aminosav szinten mutat felgyorsult evoltciét, hanem a

cav gén is tobbszor duplikalédott a Drosophila torzsfejlédés soran [Dubruille et al. 2012].

HipHop

HipHop (HP1-HOAP interacting protein) neve a HOAP-pal és a HP1-gyel val6 kolcsdnhatdsara utal. Ez
a megkozelitéen 35kDa méretl fehérje és a HOAP kolcsondsen stabilizaljak egymast a telomer
végeken, ezen felll mindkettd lokalizacidja az MRN és ATM komplexek altal szabalyozott [Gao et al.
2010]. HipHop akdarcsak HOAP az evolucié soran tobbszor is duplikalddott [Dubruille et al. 2012]. Egy
ilyen paralég Drosophila melanogasterben a K81, mely a ritka apai hatasu gének egyike [Yasuda et al.

1995]. K81 a csiravonalban HipHop helyett épiil be a kromoszédmak végére [Gao et al. 2011].

HP1

Szigoruan véve, a 28 kDa méretl HP1 (Su(var)205) nem nevezhet§ terminin fehérjének, hiszen
konzervalt fehérje [Clark és Elgin 1992] és egyéb szerepe is ismert, mint példdul a heterokromatin
szabdlyozasa [Fanti et al. 1998, Savitsky et al. 2002, Perrini et al. 2004, Vermaak és Malik 2009].
Azonban HP1 szoros koélcsdnhatdsba |ép a HOAP és a HipHop fehérjékkel, ezért a komplex részének
tekintjik [Badugu et al. 2003, Gao et al. 2010]. HP1 a heterokromatin fenntartdsat a H3 hiszton

metilalt kilencedik lizinjével (H3K9me) torténd kolcsonhatas révén fejti ki [Lu Xingwu et al. 2013].

Habdr a HP1 maga egy konzervdlt fehérje, a fehérjecsalad, amibe tartozik, valtozatos evoluciés

torténettel rendelkezik [Levine et al. 2012.]
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A DTL, a Ver, a HOAP és a HipHop kilénb6z6 Drosophila fajokban jelentésen nagyobb szekvencia
kiilonbséget mutatnak, mint mds Drosophila fehérjék, mely jelenség tobb kérdést is felvet [Raffa et
al. 2011]. Figyelembe véve a fehérjék fontos funkciojat, elképzelhetd, hogy a tapasztalt kiilonbségek
nem a fajok szétvdldsa miatt alakultak ki, hanem a fajok szétvaldsanak egyik hajtoerejeként
szolgdlhattak. Hogy jobban megértsiik ezt a feltevést, tekintsiik at, hogy milyen mechanizmusokat

ismeriink a populacidk és a molekuldk szintjén, melyek Uj fajok kialakulasahoz vezethetnek.

1.3 A fajkeletkezés és a gyors evollciéju gének szerepe a fajok izolalasaban
Szamos elmélet foglalkozik a fajképzés mechanizmusaval oOkoldgiai, populdciégenetikai
megkozelitésben éppugy, mint molekuldris szinten [Gavrilets 2003, Kulathinal és Singh 2008; Nei és

Nozawa 2011].

Ahhoz, hogy a fajképzésrél beszélhessiink, definialnunk kell a faj fogalmat, azonban, mivel a faj egy
mesterséges fogalom, a legjobb definici6 sem hasznalhaté minden aspektusban maradéktalanul.
Ezért tobb tudomanyag is megalkotta a sajat, az adott teriileten jol hasznalhaté faj definicidjat (pl.:
Okoldgiai fajfogalom, genetikai fajfogalom, filogenetikus fajfogalom, fenetikai fajfogalom, felismerési
fajfogalom). A klasszikus bioldgiai definicié szerint a faj a potencialisan ivaros szaporoddssal
termékeny utédot létrehozni képes él6lények csoportja, melyek mds hasonlé csoportoktdl

elkllonilnek [Mayr 1942]. A tovdbbiakban ezt a faj fogalmat haszndlom.

A fajkeletkezést filogenetikai szempontbdl két tipusra oszthatjuk, az anagenezisre és kladogenezisre.
Az anagenezis soran nem jon létre Uj elagazas a filogenetikai fan, dm az Gsi alakok a fiataloktdl oly
mértékben kiloénboznek, hogy nem tekintjiik 6ket egy fajnak. A kladogenezis soran viszont Uj
eldgazas jon létre a filogenetikai fan, azaz egy fajbdl kettd lesz. A kladogenezis altaldban populacidk
elkllonilésével kezd6dik, melyek eltéré irdnyba fejlédve id6vel kilonbozé fajokat alkotnak. A
kladogenezisnek négy klasszikus tipusat ismerjik, melyeket a populacidok mérete és az elkiloniiltség

foka alapjan hatarozunk meg (3. 4bra).

Allopatrikus fajkeletkezésrél beszéliink, ha egy populacié két nagyobb populacidra esik szét, példaul
foldrajzi izolacid vagy migracié miatt [Hoskin et al. 2005]. Az izolaltsag révén a két populdcidban
eltéré mutacidk halmozddnak fel, végiil nem lesznek képesek egymassal szaporodni, igy két faj alakul
ki.

A peripatrikus fajkeletkezés klasszikus esete egy sziget kolonizaldsa. A szigetre egy kisebb populacio

érkezik, mely genetikailag kevésbé diverz, ezért erés palacknyak hatds érvényesil rajta. llyenkor a

természetes szelekcid mellett jelent6s genetikai sodrédas is érvényesil, mely miatt olyan allélok
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maradhatnak fenn, amelyek egy nagy populdcidban elvesznének [Templeton 1980]. Ebben az
esetben tehat az Uj mutaciék kdnnyen fennmaradhatnak, melyek gyors reprodukcios izolacidhoz

vezethetnek.

A parapatrikus fajkeletkezés hasonlit a peripatrikusra, azonban ebben az esetben a két populacid
nem szigetelSdik el teljesen. Altalaban a kiinduldsi populacié él6helyének megvaltozasa idézi el6 a

parapatrikus fajkeletkezést [Gavrilets 2003].

A negyedik tipus a szimpatrikus fajkeletkezés, amikor nincs foldrajzi elkiiloniilés és az élGhely is
allando, mégis Uj faj alakul ki a kiinduldsi populacion beliil. A szimpatrikus evolucid ritka jelenség. igy
keletkeztek példaul a Darwin pintyek (Geospiza fajok) ahol a fajkeletkezés a kiilonb6z6 tipusu
taplalékhoz vald alkalmazkodas soran mikodik (szétvalaszté szelekcid). Egy masik példa bizonyos

palma fajok keletkezése [Savolainen et al. 2006].

Allopatrikus Peripatrikus Parapatrikus Szimpatrikus

Eredeti
populacioé

Akadaly képzédeés  \jegjelenés Uj él6helyen Genetikai valtozas

O
Reprodukcios ‘D ‘ b
izolacio

kialakulasa Izol4ciéban Izolacioban ~ SZomszédos Populacién
éléhelyen beliil

Fajok
elkUlonulése

3. abra: A fajkeletkezés mechanizmusait féldrajzi elkiiléniilés és populacié méret alapjan bemutaté abra

Az allopatrikus és peripatrikus fajkeletkezés soran a populacidk elkilonilnek egymastdl, mig parapatrikus és
szimpatrikus fajkeletkezés soran foldrajzi izolacié nem figyelhet6 meg.

(Krempels dbraja alapjan [Krempels 2006])

FajképzOdés
elsd |épése
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Az allopatrikus és peripatrikus fajkeletkezés soran a foldrajzi elkiloniltség kovetkeztében a
populdciok egymastdl fliggetlenil fejlédhetnek. A foldrajzi elkiiloniilést a populacidk kozott 1évé
foldrajzi egység (hegy, volgy, tenger vagy egyéb) esetleg a migracio teszi lehetévé, melyeket kilsé
reprodukcids korlatoknak neveziink. A kiilsé korlatok mellett Iéteznek egyéb mechanizmusok is,
melyek a parapatrikus és szimpatrikus fajkeletkezés sebességét ndvelhetik. Ezek a mechanizmusok az
él6lények genetikai sajatossdgaibdl adddnak, ezért belsé reprodukcids korlatoknak nevezziik 6ket. A
belsé reprodukcids korlatokat tovabbi két csoportba soroljuk. A pre-zigotikus korlatok meggatoljak a
parzast, mig a poszt-zigotikus korlatok meggatoljak hibrid utod létrejottét, vagy a hibrid utédok
sterilitasat okozzak. Pre-zigotikus korlat példaul az udvarlasi viselkedést (afrikai Nagy-tavak siigérjei
[Boughman 2002]) vagy a genitéliak formajat (rovarok) meghatarozo gének [Masly 2012]. Barmilyen
genetikai kllonbség mikodhet poszt-zigotikus korlatként, amennyiben az utddok életképességét

vagy fertilitasat csokkenti. Az ilyen eltérések gyakran érintik a kromoszomak helyes mikodését.

A kromoszédma mutdcidk jellemz&en reprodukcids korlatként funkcionalhatnak [Ayala és Coluzzi
2005]. Azonban a kromoszédma atrendez6dések méretétdl és pozicidjatdl flgg az, hogy milyen
mértékben jarulnak hozza a poszt-zigotikus izolacidhoz. Ennek els6édleges oka, hogy rekombinacids
események soran kilonb6z6 mennyiségl és fontossdgu gén elvesztését vagy duplikacidjat
eredményezhetik. A kromoszéma mutaciok poszt-zigotikus korlatként valé miikodésének pontos
mechanizmusa fajonként eltérg lehet, leirasukra tébb modell is sziiletett, melyet Reiseberg gy(ijtott

Ossze [6sszefoglalva: Reiseberg 2001].

A kromoszéma mutdcidk mellett poszt-zigotikus korlatként mikddhetnek gének is. A homoldg
felel6s fehérje a PRDM9 [Mihola et al. 2009, et al. Oliver 2009]. Funkcidjat tekintve specifikus
szekvencidnal koti a DNS-t és kijeldli a rekombindcid kezd6pontjait. A fehérje DNS-kdté doménjében
tapasztalt gyors evollcié miatt, eltéré fajokban eltéré szekvenciat ismer fel, igy eltéré mintdzatot
eredményez a rekombinacid kezd6pontjainak eloszlasaban. Amennyiben a vizsgdlt fajokat
keresztezziik, a rekombinacid lezajlasa utan, a forrépontok kilonbdz6 elhelyezkedése miatt, a
keletkez6 kromoszémak egyenlGtlen méretliek lesznek. A felismerési helyek aszimmetridja miatt
gének vagy egész kromoszdma régiok veszhetnek el, mutdlédhatnak, vagy duplikalddhatnak, mely

végll letalitashoz vezet.

A PRDMY poszt-zigotikus korlatként valé mikodését az teszi lehet6vé, hogy gyors evoluciét mutat,

igy rovid id6 alatt uj felismerési szekvenciat fejleszthet.
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Szintén gyors evoluciét mutatd, ismert izolacids gének Drosophila melanogasterben és Drosophila
simulansban az Lhr (Lethal hybrid rescue) és a Hmr (Hybrid male rescue) gének [Brideau et al. 2006,
2011, Satyaki et al. 2014], melyek a centromer kialakitasaban jatszanak fontos szerepet. Az Lhr és
Hmr fehérjék nem minden fajban mikodnek specidciés korlatként. Példdul a D. melanogaster
ndstények keresztezése D. simulans himekkel nem eredményez életképes him utédokat, mig D.
simulans néstények keresztezése D. melanogaster himekkel igen [Sturtevant 1920]. A tapasztalt
kiilonbségekért az X kromoszéman taldlhaté Hmr gén felel6s, azaz D. melanogaster Hmr gén hibrid
letalitast okoz, mig a D. simulans Hmr gén nem [Barbash et al. 2004]. A letalitds hatterében
feltehet6en a fehérjék fajonként eltéré expresszids szintje allhat [Thomae et al. 2013]. A Hmr fehérje
D. melanogasterben mutat magasabb expressziot, mig D. simulansban az Lhr fehérje szintje
magasabb. A fehérjék egymashoz viszonyitott aranya hatdssal van a kromoszédmdkon térténd
lokalizacidjukra. Akar az egyik, akar a masik fehérje expresszids szintje magasabb, az kedvez a Hmr-
Lhr komplex kialakuldsanak a centromeren. Azonban a hibridben, ahol mindkét fehérje szintje magas,
a Hmr-Lhr komplex aspecifikusan el6fordulhat tobb heterokromatikus régiéban is, ami a mitotikus

folyamatok zavardhoz és letalitashoz vezet [6sszefoglalva: Fukugawa 2013].

Tehat, ezek a gyors evolucioju fehérjék, melyek a kromoszédma integritasaért felelnek, potencidlisan,

de nem szlikségszerlen poszt-zigotikus korlatként miikédhetnek.

Habdr a PRDM9 és a Hmr-Lhr fehérjék eltér6 mechanizmussal mikddnek kozre a fajképzésben
(PRDM9 esetében a fehérje sajatos szerkezete teszi lehet6vé a felismerési szekvencia megvaltozasat
[Oliver et al. 2009], mig a Hmr-Lhr fehérjék expresszids szintbeli kiilonbsége miatt szenved zavart a
centromer m(ikoédése Drosophila hibridben [Thomae et al. 2013, Fukagawa 2013]), rendelkeznek
kozos jellemzbkkel, mint a gyors evolucid és az egész kromoszémat érint6é funkcid. llyen, az egész
kromoszémat érintd funkcid a kromoszémak végén a telomer fenntartasa is, melyet ecetmuslincdban

gyorsan valtozé fehérjék végeznek.

A Drosophila nemzetség, és altalaban a Dipterak fajgazdagsaga igen nagy. Tobb mint 1500 Drosophila
faj [Bachli, G. (1999-2008)] ismeretes, melyek kozil kozel 380 faj él a Hawaii szigeteken. Az adatok
arra utalnak, hogy a Drosophildk torzsfejl6dése soran a kornyezeti korlatok mellett tobb belsd
mechanizmus is kialakulhatott a fajok gyors izoldlasara [Mallet 2006]. llyen a fajképzésben részt vevé

gének lehetnek a gyorsan valtozé terminin fehérjék is.
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1.4 Gyorsan evolvalodo fehérjék és interakcidik
A terminin fehérjék egyik legérdekesebb tulajdonsaga, hogy gyors evoluciét mutatnak. Ez leginkdbb

azért meglepd, mert a sejtben az alapvetd szerepet bet6ltd gének altaldban konzervaltak.

Az élet alapjat jelenté sejtmlkddési funkcidkat biztositd gének hosszi evollcids multtal
rendelkeznek. Mivel az ilyen alapvets szerepet bet6lt6 fehérjék esetében evollcids |éptékben is
elegend6 id6 allt rendelkezésre az optimalis aminosav sorrend eléréséhez, valamint az expresszids és
az interakcids mintazatok stabilitasanak kialakuldsdahoz, ezért nagymértékben konzervalddtak és csak

ritkan fordul el6 bennik valtozas.

A gyors valtozds és a fontos funkcid kockazatos kombinacidnak tlinik, amely veszélyeztetheti a sejt
m(ikbdését. Ennek ellenére vannak fontos szerepet betoltd gyors evollcidju fehérjék, amelyek mégis
képesek stabil kolcsonhatdsok kialakitdsara. A [atszélag ellentmonddsos jelenség tobb

mechanizmussal is magyarazhato.

A legkézenfekv6bb magyardzat lehet, hogy a gyorsan evolvalddd fehérjék is tartalmazhatnak
konzervalt doméneket. A konzervalt domén pedig legtébbszor akkor is képes ellatni a feladatat, ha a

molekula tobbi része megvaltozott, igy a gyors evoluicié nem jelent kockazatot a sejt m(ikodésére.

Egy mdsik magyardzatot a kilénb6z6 formakban megjelené redundancia kinalhat. Vannak olyan
fehérjék is, amelyek funkcidt ellaté doménjei is gyorsan valtoznak. A funkcié meg6rzéséhez ezekben
valamilyen természet(i redundanciat kell feltételezniink. Példaul a PRDM9 gyorsan evolvalodo
doménje zinc-finger motivumok ismétlédésébdl all [Oliver et al. 2009]. Ebben az esetben egy-egy
motivum vdltozasa vagy esetleg kiesése nem jelenti a DNS-hez vald kotési képesség megszlinését,

csupan a szekvencia felismerés specifikussagat érinti.

Madsik példa az, ha egy gén duplikdlédik. Ebben az esetben a génpdr egyes tagjain a szelekcids
nyomds kisebb, mint a duplikdciés esemény el6tt a génen, mert az egyik gén terméke még

biztonsaggal ellatja a funkcidjat, amig a masik gén termékében tébb aminosav is megvaltozhat.

Az is elképzelhet6, hogy a redundancia a fehérje szerkezetébdl adddik: az aminosav sorrend kevésbé
fontos, mert a fehérje funkcidt a térszerkezet biztositja. Néhany, a mikodéshez esszencialis aminosav
megfelel§ poziciondldsa pedig tobbféle aminosav szekvencia segitségével is megoldhatd. Az
oligoszacharid illetve DNS és RNS kotésérél ismert Ob-fold fehérjék csalddja példaul nagy szekvencia

diverzitast mutat, mégis rendkivil hasonlé a térszerkezetiik [Guardino et al. 2009].

Elméletileg két gyors evolucioju fehérje kozott megmaradd stabil interakciot okozhatja a fehérjék

koevolucidja is, ahol az egyik fehérjében torténd valtozast a masik fehérjében bekdvetkezd ujabb
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valtozds kompenzdl. A kolcsdnhatdsnak ebben az esetben is bizonyos rugalmassaggal kell
rendelkeznie, hogy a mutacidkat elviselje. Viszont par mutacio-kompenzacid ciklus utan a két fehérje

annyira kilénbozhet a kiindulasi fehérjéktdl, hogy azokkal mar nem képesek kdlcsénhatasba [épni.

A terminin fehérjék evolucidja felgyorsult, mégis interakcidba Iépnek egymassal, mely elméletben

magyarazhatd a fehérjék kozti koevolucidval.

Egy hipotetikus Drosophila hibridben két fajbdl szarmazé HP1, HOAP, HipHop, Ver és DTL fehérjék
taldlhatdak. Az eltérd fajokbdl szarmazo fehérjék kdzott kialakuld kdlcsénhatasok alapjan alapvetéen
harom féle terminin komplex formalddhat. Elképzelhets, hogy a kilonb6z6 fajokbdl szarmazé
fehérjék egyaltaldan nem hatnak kdlcson egymassal és mindegyikik Iétrehozza a sajat fajra jellemzé
terminin komplexét. Ebben az esetben az kromoszéma végeken véletlenszer(i eloszlasban jelennek
meg a tisztan egyik, vagy masik fajbdl szarmazdé komplexek, melyek nem lépnek egymassal
interakcidba. A kélcsonhatasuk viszont feltehet6en sziikséges a telomerikus hurok vagy G-kvadruplex
kialakuldsdhoz, ezért veszélyeztethetik a sejt életképességét. Ennek a lehet6ségnek a valdszinlsége
igen alacsony, hiszen a HP1 fehérje konzervalt, és habar az egyik, vagy masik fajbdl szarmazé gyorsan
evolvalddo fehérjék, mint példdul a HOAP vagy a HipHop egymassal nem is, de a konzervalt HP1-gyel
interakciéba Iéphetnek. A masodik lehet6ség tehat, hogy a sejtekben hibrid komplex formalddas
kezd6dik, azonban mert a gyorsan evolvalédé tagok kozott nem alakul ki kdlcsdnhatds, nem alakul ki
mind az 6tféle fehérjét tartalmazé mikodSképes komplex. A harmadik lehet6ség, hogy mindegyik
fehére kolcsonhat egymadssal és teljes hibrid komplexeket alakitanak ki. A komplex funkcidképessége
ebben az esetben is kérdéses. A gyors evolicié miatt szdmos aminosav kiilénbség okozhat akkora

térbeli eltéréseket a komplex felszinén, melyek veszélyeztethetik a komplex helyes mikodését.

Ha tehdat két kozeli rokon fajbdl szdrmazd egyazon komplex tagjait vizsgdlva nem taldlunk
kolcsonhatdst a komplex fehérjéi kozott, akkor ezt a molekuldris elkiilonilés kimutatdsaként
értékelhetjik. E logika szerint a gyors evolucidval kialakulé eltérések a hibrid komplex létrejottét
gatoljak és ezzel hibrid letalitdst okoznak. Megjegyzendd, hogy a forditott eset, azaz eltéré fajok
terminin fehérjéi kozotti kodlcsonhatas kimutatdsa ugyanakkor nem jelent cafolatot a terminin
fehérjék fajképzésben betoltott esetleges szerepére. A komplex fizikai képz&dése ugyanis nem jelenti
feltétlenlil funkciondlis tulajdonsagainak a megtartdsat, illetve azonossagat. A gyorsan valtozo
fehérjék tanulmanyozasa azonban ebben az esetben is szamos érdekes informdacidéval szolgalhat a

fehérjék kozti interakcid természetérdl.
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2. Célkitlizések

A Drosophila kromoszoma végek védelme és fenntartdsa, és az ebben szerepet jatszd, gyorsan
evolvalddd, fehérjék vizsgdlata szamos érdekes probléma megkozelitésére ad lehetdséget. A
kozvetlenill a terminin komplex szerkezetére és mikodésére vonatkozd kérdéseken tul ilyenek az
egymassal fizikai kapcsolatban allé fehérjék esetleges koevollcidjara vonatkozd kérdések. A
dolgozatom alapjat képezé munkaban e kérdések koziil tobbet vizsgaltam. A telomert védd terminin
komplex szervez6dését és az abban részt vevd fehérjék kapcsolatait tanulmdnyoztam, kiilonos
tekintettel e fehérjék Drosophila fajok kozotti valtozékonysdgdra. Munkammal részben arra a
kérdésre kerestem a valaszt, hogy a telomert védd fehérjék gyors evolucidja hozzajarulhat-e U] fajok

kialakulasahoz.
. In silico vizsgdlatokat végeztem azzal a célkit(izéssel, hogy meghatdrozzam:

I/a: azonos sebességgel valtoznak-e az egyes terminin fehérjék részei, vagy vannak eltéré

sebességgel evolvalédé domének a fehérjéken beliil (4.1 fejezet).

I/b: a rendelkezésre 4ll6 szerkezeti adatok alapjan hogyan josolhaté meg az, hogy egy adott
terminin fehérje valtozasai milyen hatassal vannak a térszerkezetre és a funkciéra (4.2

fejezet).
II. A terminin komplex szervezédésének és mikodésének vizsgalatahoz célul tlztem ki:

Il/a: a komplexet alkoté fehérjék el&allitasat heteroldg rendszerben, tovabbi biokémiai

vizsgdlatokra alkalmas formaban (4.3 fejezet).

Il/b: a komplex tagjai kozott kialakuld kapcsolatok vizsgalatat teljes vagy részkomplex(ek)

|étrejottének in vitro kimutatasaval (4.4 fejezet).

lll. A terminin komplex speciacidban jatszott szerepére vonatkozd elképzelés megerdsitésére célom
volt annak vizsgalata, hogy kialakul-e terminin alkomplex eltérd fajokbdl szarmazé alegységekbél (4.5

fejezet).

IV. Célom volt, az egyes alegységek jellemzésével a Drosophila telomer védelmét biztositd terminin
komplex és az eml6s shelterin komplex miikédésének és sajatossagainak Osszehasonlitdsa (4.6

fejezet).
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Bioinformatika

3.1.1 Szekvencia illesztések

A terminin gének kddold szekvencidi, a Drosophila melanogaster esetén a Flybase adatbazisbdl
(http://flybase.org/) szdrmaznak. Ezeket a szekvencidkat hasznaltam fel a BLAST algoritmussal
torténd kereséshez 21 Drosophila faj (Drosophila ananassae, D. biarmipes, D. bipectinata, D. elegans,
D. erecta, D. eugracilis, D. ficusphila, D. grimshawi, D. kikkawai, D. melanogaster, D. miranda, D.
mojavensis, D. persimilis, D. pseudoobscura pseudoobscura, D. rhopaloa, D. sechellia, D. simulans, D.
takahashii, D. virilis, D. willistoni, D. yakuba) teljes genom shotgun contig adatbazisabdl. A Drosophila
melanogaster szekvencidkkal torténd keresés a nagy valtozatossdg miatt kevésnek bizonyult ahhoz,
hogy a kédold régidkat mind a 21 fajban azonositsuk. Ezért az elsé keresésbél kapott taldlatokat
felhasznaltuk ujabb keresésekhez, melyek a hidnyzé fajokkal mutatott nagyobb homoldgia miatt mar

lehetdvé tette a gének azonositdsat.

A HipHop és a HOAP fehérjék tobbszor is duplikdlddtak az evolicié soran. Az ortolégok és paralégok
tobbségét Dubruille és munkatarsai mar azonositottak [Dubruille et al. 2012], viszont négy altalunk
vizsgdlt fajjal nem foglalkoztak (D. miranda, D. yakuba, D. sechellia, D. erecta). A kimaradt fajokban is
sikerilt azonositani HipHop és HOAP ortoldgokat. Tovabba azonositottunk egy HOAP paralégot a D.
miranda esetében, mely a tobbi kimaradt fajban nem volt jelen. Azért hogy eldontsiik, melyik taldlat
jelenti HOAP ortolégot és melyik a paraldgot, megvizsgdltuk a gének genomi kornyezetét.
Amennyiben a szomszédos gének azonosak voltak a paralédgot nem tartalmazd fajokéval, a gént

ortolégnak tekintettiik.

A BLAST talalatok szekvencidi 5’ és 3’ irdnyba is 0,5-1 Mb-sal kiterjesztve keriiltek letoltésre. A
szekvencidkon a kddold régidkat az Augustus program segitségével azonositottuk [Stanke et al.
2004]. Feltehet6éen intronok hidnya és a kddold szakasz rovidsége miatt, néhany esetben a Ver
szekvencidkban az Augustus nem taldlt nyitott leolvasasi keretet. Ezekben az esetekben a Ugene
programot hasznaltam a kdédold régié meghatarozasara, mely a rovid kddold régidkat is felismeri

[Okonechnikov 2012].

Az azonositott régiok pozicidjat illetve a gének annotacids szamat a fiiggelékekben 6sszegeztem (1.

fliggelék).
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Ezt kovet6en a Ugene program segitségével a nukleotid szekvencidkat leforditottam aminosav
szekvenciara és T-coffee algoritmussal alapértelmezett bedllitdsok mellett (-50 rés nyitasi
biintetéssel) illesztettem egymashoz [Notredame et al. 2000]. A Ugene kiszamolta, hogy az egyes
aminosavak hdany szazalékban azonosak a konszenzus szekvencidval, mely érték az aminosavak

konzervaltsagdval aranyos.

3.1.2 Globularis-rendezetlen szerkezetek meghatdrozasa
A D. melanogaster fehérjék globuldris régidinak meghatdrozasat a Globplot nevl szoftverrel

végeztem, mely Russell és Linding definicidja alapjan végezte a szamitasokat [Linding et al. 2003].

3.1.3 Kodon-illesztések és az evollcid sebességének szamitasa
A fehérjéket kédold nukleinsavak klasszikus mddszerekkel térténd illesztése nem veszi figyelembe a

leolvasasi keretet, igy az egyes kodonok ezzel a mddszerrel nem vizsgalhatéak.

Ezért korabban T-coffee algoritmussal illesztett aminosav szekvencidkat haszndltam fel kodon-
illesztések készitéséhez a PAL2NAL program segitségével [Suyama et al. 2006]. A kodon-illesztések
alkalmasak a kodonok 0Osszehasonlitdsdara és a szinonim és nem szinonim szubsztituciok SNAP

programmal torténd vizsgalatara [Korber 2000].

3.1.4 Harom dimenzios térszerkezeti modellek készitése

A fehérje modelleket az UCSF Chimera programcsomaggal kezeltem [Pettersen et al. 2004]. A Ver
fehérjét egy korabban publikdlt szekvencia illesztés alapjan [Raffa et al. 2010] az Stnl fehérje
szerkezetéhez illesztettem a Chimera MODELLER kiterjesztésének segitségével [Webb és Sali 2014]. A
MODELLER hatranya, hogy csak az illeszthet6 régidkra szamit térszerkezetet. Phyre2 szerver
haszndlataval viszont az egész megadott szekvencia modellezése megtorténik, igy nagyobb
lefedettségl predikcidt kaptam a Ver térszerkezete [Kelley et al. 2015]. A Phyre2 azonban a tébbi

gyors evoluciéju terminin fehérje esetén nem adott felhasznalhaté eredményt.

3.1.5 Western blot kisérletek kiértékelése
A western blotok kiértékelése és a jelek (bandek) erdsségének Osszehasonlitisa az Imagel

szoftvercsomag segitségével tortént [Schneider et al. 2012].

3.1.6 Magi lokalizacios szignal predikcioja
A magi lokalizaciés szignal predikcidja a cNLS Mapper segitségével tértént D. melanogaster Ver

aminosav szekvencian, 3.0 ,,cut-off” pontozast alkalmazva [Kosugi et al. 2009].
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3.2 Klénozas

3.2.1 Kodolo régiok, plazmidok
A klénozashoz haszndlt cDNS-ek a Drosophila Genomics Resource Center-t6l (Indiana University,
Bloomington) szarmaznak. A Drosophila yakubdbdl szairmazé géneket Okrdsné Gercsd Katalin izolélta

a Szegedi Bioldgiai Kdzpontban.

Az Escherichia coli bakteridlis expresszibhoz a pET16a vagy pET22b plazmid (Novagen) vazat

hasznaltam, a baculovirushoz a pAcUW21 (BD Biosciences) plazmidot.

3.2.2 Bakteridlis tapoldatok és taptalajok

Az Escherichia coli torzsek novesztéséhez LB tapkozeget (1% tripton, 0,5% éleszté kivonat, 1% NaCl)
haszndltam. A szilard taptalajok 1,5% agart tartalmaztak. A pET és pAcUW21 vektorokat hordozd
transzformdansokra 100 ug/ml ampicillin (Sigma-Aldrich) antibiotikummal szelektdltam. A Rosetta
sejtek szelekcidjahoz 34 ug/ml kloramfenikolt (Sigma-Aldrich), mig az Arctic Express sejtekhez 25

ug/ml gentamicint (Lonza) hasznaltam.

3.2.3 Transzformalas

A munkdm soran hasznalt plazmidokat transzformdlassal juttattam a kompetens baktériumokba. A
kompetens sejteket Inoue protokollja alapjan készitettem el, majd -80°C-on tdroltam felhaszndlasig
[Inoue et al. 1990]. A transzformdlasok soran 100 pl kompetens sejthez 10 pl ligdtumot vagy 30-40 ng
plazmid DNS-t mértem, és jégen inkubaltam 20 percig. Ezt kdvetéen 30 mdsodperc 42 °C-os hdsokkot
alkalmaztam. Ezt kévetéen 1 ml LB médiumot mértem hozzajuk, és 1 6ran keresztil 37 °C-on
inkubaltam G&ket. Végil a sejteket szelektiv, a megfelel6 antibiotikumot tartalmazé LB lemezre

szélesztettem.

3.2.4 Plazmidtisztitas a klénozasi [épésekhez (Miniprep)

A plazmidok tisztitasara hagyomanyos alkalikus lizis technikat alkalmaztam.

A szelektiv médiumban éjszakan at (8-16 ora) felndvesztett baktériumkultirat Eppendorf csévekbe
pipettaztam, majd 13000 rpm fordulatszammal centrifugdltam fél percen at. A felliluszot
eltavolitottam. A sejteket ezt kdvetGen 100 pl BRS oldatban (50 mM glitkdz, 50 mM Tris-HCI pH 8,0,
10 mM EDTA) szuszpendaltam, majd jégre helyeztem. A sejtek liziséhez 200 ul LS-t (200 mM NaOH,
1% SDS) mértem az Eppendorf csévekbe, és forgatassal dvatosan elegyitettem. A mintat jégen
inkubdltam, amig attetsz6vé nem valt. A sejtek lizisét kbvetéen 150 pl 3 M kalium-acetatot (az oldat
acetatra nézve 5 M) pipettaztam a csdvekbe; dvatosan elegyitettem, majd 10 percre jégre tettem,
mig a fehérjék kicsapddtak. Ezt kovetéen 10 percig 13000 rpm fordulatszammal centrifugaltam a
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mintat. A plazmid DNS kicsapasahoz a feliiluszét 1 ml 96%-os etanolt tartalmazé Eppendorf csévekbe
mértem, megkevertem, és 5 percet hagytam allni jégen. A mintat ismét 13000 rpm-en centrifugdltam
5 percen at. A felliliszét eltavolitottam, és vartam hdrom-négy percet, hogy a csapadék
megszaradjon. A plazmid DNS-t ezt kévetéen 50 pl 20 pug/ml RNz tartalmu TE (10 mM Tris-HCl, pH
8,0, 1 mM EDTA) pufferben oldottam fel.

3.2.5 A DNS enzimatikus médositasa

PCR

AlapvetGen kétféle PCR reakciét alkalmaztam munkam soran. A kédold régidk pontos és megbizhatd
sokszorositasat az erre a célra fejlesztett nagy pontossagl DNS polimerdzzal, a Phusion polimerazzal
(ThermoFisher Scientific) végeztem. A PCR soran a pontos atirdsnak kedvezd ,HF” jelzési puffert

hasznaltam.

A plazmidok és inszertek Osszeépitését kovetéen az el&allitott plazmidokat baktériumokba
transzformdltam. Mivel az Osszeépités soran kapott és transzformadlt DNS elegy nem csak a vart
szerkezetl plazmidokat tartalmazza, a feln6tt koldnidk is eltéré szerkezetl plazmidokat
hordozhatnak. A szamunkra megfelel6 plazmidot hordozd kolénidk kivalasztasat koldnia PCR-ral
végeztem. Ebben az esetben egy pozitiv-negativ valaszt keresiink, igy a Phusion polimerdaz helyett egy

gazdasagosabb DreamTaq polimerazt (ThermoFisher Scientific) hasznaltam.
Az alkalmazott protokollok a kévetkezdk:
Nagy fidelitasu PCR sordn 50 pl térfogatu reakcidkat mértem Ossze az alabbi recept szerint:

e 0,5 pl templat plazmid DNS

e 2-2 ul primer (10mM)

e 1 ul dNTP mix (10mM)

e 10 pl 5x HF pufferbdl

e 0,1 pl Phusion DNS polimeraz
e 34,4ulH,0
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A PCR program a kovetkez6:
95 °C el6denaturdcié 5 perc
95 °C denaturacié 30 masodperc

50-55 °C annealing 30 masodperc > 30X

72 °C polimerizacié 120 masodperc
J

72 °C polimerizacié 10 perc

Kolénia PCR soran 20 pl térfogatu reakciokat mértem Ossze az aldbbi recept szerint:

e tip-hegynyi baktérium kultdra

o 1-1 ul primer (10mM)

e  0,5ul dNTP mix (10mM)

e 2 ul10x DreamTaq puffer

e 0,1 pl DreamTaq DNS polimerdz
e 154 ul H0

A PCR program a kovetkez6:

95 °C el6denaturacié 10 perc
95 °C denaturacié 30 masodperc
50-55 °C annealing 30 masodperc > 30x

72 °C polimerizacié 1 perc

72 °C polimerizacié 10 perc
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Restrikcids endonukledzok
A plazmid és inszert DNS-ek irdnyitott Osszeépitését restrikciés endonukledzok hasznalataval
készitettem el6. A restrikciés enzimes emésztésekhez a ThermoFisher Scientific cég enzimeit, és a

gyarté altal javasolt puffereket és kondicidkat hasznaltam.

Foszfatdzok

A plazmidok és inszertek 0sszeépitése sordn el6fordulhat, hogy a plazmidok énmagukra zarulnak, és
a késébbi transzformalasuk utan jelent6s mennyiség( telepet formalnak, melyek nem tartalmazzak a
vart szerkezet(i plazmidot. A fals pozitiv telepek szamanak csokkentése lehetséges a plazmidok
végeinek defoszforilaldsaval, mely magakadalyozza azok énmagukra torténé zarddasat. Linearizalt
plazmidok defoszforildlasahoz ThermoFisher Scientific gyarto altal forgalmazott SAP (Shrimp Alkaline

Phosphatase) enzimet alkalmaztam a gyarto javaslatainak megfelelGen.

A szabad DNS végek ligaldsa

A megfelel6 restrikcids enzimekkel kezelt plazmid és inszert DNS-ek 6sszeépitéséhez, ligdldshoz a
ThermoFisher Scientific cég T4 DNS ligdzat, és a megfelel§ puffert vettem igénybe. A beépitend6 DNS
fragmentumot a plazmidhoz képest legaldbb kétszeres feleslegben mértem a reakcidkba. A

reakcidelegyet 18 °C-on 3-4 érat vagy éjszakan (8-16 dra) at inkubdltam.

3.2.6 Agardz gélelektroforézis

A klénozasi Iépések soran fontos tudnunk, hogy a megfelelé DNS fragmentummal dolgozunk-e. Ezért
a PCR reakcidk soran el6allitott DNS-t, a plazmid izoldtumokat és minden egyéb DNS molekulat
agardz gél segitségével értékeltlink ki, mely lehetévé teszi a DNS koncentricidjanak és a

fragmentumok méretének a megbecsiilését.

A munkdm soran 1% agardz gélt haszndltam, mely gélek 0,5 ug/ml etidium-bromidot tartalmaztak. A
futtatds 1x TAE pufferben (40 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM ecetsav, 1 mM EDTA) tortént 120 V

fesziiltég mellett. A DNS fragmentumokat UV fénnyel megvilagitva tettiik [athatdva.

Fragmentum méret meghatarozashoz a ThermoFisher Scientific altal forgalmazott molekulasuly

|étrat hasznaltam (,GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder”, ,GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder”).).

3.2.7 DNS fragmentumok izolaldsa agardz gélbdl
Fragmentum izolalasra akkor van sziikség, amikor a kivalasztott DNS fragmentumunk mellett mas,

nem kivanatos DNS fragmentumok is jelen vannak a mintdban. Példaul az inszertek PCR-ral torténé
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sokszorositasa soran el6fordulhat, hogy nem specifikus termékek is keletkeznek, melyektél ezzel a

mddszerrel szabadulunk meg.

A DNS fragmentumokat 1%-os agardz gélen elvalasztottam, majd a kivant fragmentumot tartalmazo
géldarabkat kivagtam. Az agardz darabbdl a DNS-t a Qiagen cég QlAquick Gel Extraction Kit

segitségével nyertem ki, a gyartd altal javasolt protokoll szerint.

3.2.8 Alkoholos kicsapas

Az egymdst kovet6 enzimreakciok kozott, amikor erre sziikség volt, a DNS-t alkohollal csaptam ki.
Ilyen esetekben a mintakhoz 2-2,5x mennyiségli abszolut etanolt adtam, forgatva megkevertem,
majd 1 drdra -20°C-ra helyeztem. Ezt kovetéen 10 percet centrifugdltam a mintdkat, a fellluszét
eltdvolitottam és 70%-os etanolban mostam a csapadékot. 5 perc centrifugdlds utdn leéntottem a

felliliszdt, és hagytam a csapadékot beszaradni. A DNS-t desztillalt vizben oldottam vissza.

3.2.9 Idegen fehérje expressziét monocisztronos elrendezésben biztositd plazmidok
el6allitasa

A vektorként haszndlt plazmidokat két restrikciés endonukldzzal hasitottam, amelyeket ugy
vélasztottam ki, hogy lehetévé véljon az inszert DNS irdnyitott beépitése (mintanként valtozéan az
alabbi enzimeket felhaszndlva: Ndel, Ncol, Bglll, Notl, BamHI). Az endonukledzokkal hasitott
plazmidok végeit a ligdldsi |épés elStt defoszforildltam SAP enzimmel. Az inszerteket nagy fidelitasu
PCR-ral allitottam el6. A haszndlt primerek segitségével restrikciés endonukledzok felismerési

szekvencidit alakitottam ki a kddold régidk végein.
A felhasznalt primerek a kovetkez6k:

A szinkédok a kovetkez6 restrikcids endonukledzok felismerési helyeit jelolik: Ndel, Ncol, Notl, Bglll,

BamHI, Xbal,

HP1:5'GACACCATGGGCAAGAAAATCGACAACCCTGAGAGCTC3'(F),
5’GACAGGATCCTTAATCTTCATTATCAGAGTAC3'(R);

hisHP1: 5’GACACATATGGGCAAGAAAATCGACAACCCTGAGAGCTC3' (F)

HOAP: 5’GACACCATGGCACTGCTGCTACTATGTGTTAATATGTCGGGGAC3’ (F),
5’GACAGGATCCTCAGGCTATTGAGGTGACGTC3'(R);

HipHop: 5’GACACATATGGCCTCCATTGACGAGGGCTCGCGCGTTGAGCGGAGY’ (F),
5’GACAGGATCCCTAACCACCTGTGGTTCCCATC3' (R);
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HipHop-HA

5’ AGATCTGCGGCCGC CTAAGCATAATCTGGAACATCATATGGATAACCACCTGTGGTTCCCATCAAG

TAAATATCC3' (R)

DTL/Moi: 5’ GTACCATGGTTATGTCCCTGGTGCCAGAAGCCT3' (F),
5’GTAGGATCCTCATTTCTCGATCAGACTTCTCATCTCCA3’ (R);

DTL/Moi-HA:

5’ AGATCTGCGGCCGC CTAAGCATAATCTGGAACATCATATGGATATTTCTCGATCAGACTTCTCATCT

CC3’ (R)
DTL/Moi-HA (Baculovirusba): 5’ GTAAGATCTATGTCCCTGGTGCCAGAAGCCTCTAC3’ (F)

Ver: 5’GTACATATGGATTTTAATCAGAGTTTCGAGG3’ (F),
5’CAAAGATCTCTATTTATTTGTTGTATTCTGCATTG3' (R)

Flag-Ver: 5’ GGAATTCCATATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGATTTTAATCAGAGTTTCGAGGA3' (F)

Dyak-Ver:
5'CGATCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGATTGCAATCAGAGCTTCG3' (F),

5’'GAAGATCTTCGCGGCCGCA CTACTATTTCTCTGTCGAACTCTGTG3’ (R);

A megfelel6 enzimekkel hasitottam az inszerteket, hogy a linearizadlt plazmidokba ligalhatdak
legyenek. Mind a plazmidokat, mind az inszerteket az egyes enzimatikus kezelések koz6tt alkoholos
kicsapdssal tisztitottam. Az inszertek emésztését koveten fragmentum izoldlast végeztem, majd az
inszerteket ligdltam a plazmidokba. A ligdlt DNS mintat DH5alfa sejtekbe transzformaltam és koldnia
PCR segitségével azonositottam a pozitiv telepeket. A pozitiv telepekbdl a korabban leirtak alapjan
kultarat novesztettem és DNS-t prepardltam bel6lik. A kldnozas sikerességérdl tesztemésztéssel és

szekvenaldssal gy6z6dtem meg.

3.2.10 Idegen fehérje expresszidt policisztronos elrendezésben biztositd plazmidok elSallitasa
Heterolog fehérje termeltetés soran baktériumban gyakori, hogy a fehérjék oldhatatlan formdaban
termel6dnek. Az oldhatésagot gyakran noveli, ha a fehérjék interakcids partnerei is jelen vannak a
termeltetés soran, ezért a fehérjék koexpresszidjara alkalmas policisztonos vektorokat készitettem,
melyek el@allitdsa metodikailag nem kiilonbozik a korabban leirtaktél. Az inszertek el6allitdsdahoz

Ujabb PCR-t végeztem. Templatként a monocisztronos expresszidés plazmidok szolgaltak, mig a
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kazettdk elSallitdsdhoz sziikséges primereket az lres pET plazmid szekvenciara terveztem, igy eltérd

kddold régidk esetében is haszndlhatd ugyanaz a primerpar:

5’CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA3’ (F),
5’ ATAGATCTGCGGCCGC AACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAG3’ (R).

A restrikcids endonukledzok felismerési helyei: Xbal, Bglll, Notl,

A forward primer a pET expresszids vektorok riboszdma-koté helyére hibridizal és egy Xbal hasitasi
helyet kédol. A reverse primer komplementer szekvencidja pedig a T7 transzkripcidé terminacids
szigndl el6tt talalhatd. A reverse primer hordoz még Spel, Notl és Bglll felismerési helyeket is. Az
ezzel a primerparral készitett PCR termék felépitése tehat a kovetkezd: Xbal-riboszéma koté hely-

cDNS-Spel-Notl-Bglll (4. dbra).

1. 1épés 2.1épés n. lépés
T7 prométer Xbal rbs  MCS Not\ T7 termindtor
: L‘ cDNS Spel Notl T7 term.

Plazmid T7 prom. Xbal rbs
T7 prom. rbs Xbal/Spel  cDNS Notl
‘ Xbal | cDNS ‘ rbs Spel | T7term.
PCR termék L
Xbal rbs— cDNS — Spel Notl

Xbal — rbs— cDNS — Spel NotI

Xbal — rbs— cDNS — Spel — Not!

4. abra: A policisztronos expresszidhoz tervezett konstrukcidk klénozasi stratégiaja

Az elsG lépés soran Xbal-Notl kezelt plazmidba (Plazmid) épitjik a szintén Xbal-Notl kezelt inszertiinket (PCR
termék). Az igy kapott plazmidot a mdsodik |épés soran Spel és Notl enzimekkel emésztjiik, mig a PCR
termékiinket tovabbra is Xbal-Notl enzimekkel. Xbal és Spel kompatibilis véget adnak, ezért a két DNS molekula
Osszeépithetd. Az igy kapott plazmid mar két kodold régidt, egy-egy Spel-Notl helyet tartalmaz, mely lehet6vé
teszi tovabbi inszertek beépitését (n. [épés).

A policisztronos konstrukcié elGallitdsahoz elsé |épésben a pET22 plazmidot és az inszertet is Xbal és
Notl enzimekkel kezeltem, majd Gsszeligdltam. Az igy keletkezett monocisztronos plazmidot ezek
utan Spel és Notl enzimekkel kezeltem, mig a kovetkez6 inszertet Xbal és Notl enzimekkel. A Spel és
Xbal enzimek kompatibilis végeket adnak tehat az Uj cDNS beépll, viszont a ligdlast kdvet6en
mindkét enzim felismerési szekvencidja megszlinik. Tehat egy bicisztronos konstrukciét allitottunk
el6), amely Ujfent csupdn egy Spel felismerési helyet tartalmaz a Notl hely el6tt. Ezzel a mdodszerrel

tetsz6leges szamu inszert beépithetd az Spel-Notl helyekre.

3.3 Virdlis vektor el6allitdsa és fehérje termeltetés rovar sejtekben
A haemagglutinin DTL fuziés fehérjét termel6 baculovirust a Baculovirus Gold kit (BD Biosciences)

protokolljat kovetve allitottam el6.
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A DTL-t tartalmazé plazmidot és a virust kotranszfektaltam Sf9 sejtekbe, ahol a transzgén a virusba
rekombinalt. A rekombinans virusokat higitdsos mddszerrel szelektaltuk, és a legnagyobb expressziot
mutatd torzzsel dolgoztunk tovabb. A virus sokszorositdsat kovetéen T-175 méretl flaskakban
novesztett Sf9 sejteket fertSztiink. A fert6zést kdvetGen 3 nappal a sejteket gydjtottik és -80°C-on

taroltuk tovabbi felhasznalasig.

3.4 Bakterialis fehérje termeltetés
A fehérje termelés BL21(DE3), Arctic Express vagy Rosetta sejtekben toértént (Agilent Technologies,
Inc.) 18 °C-on (Arctic Express) vagy 30-37 °C-on (BL21, Rosetta) 0,3-0,75 mM IPTG-t hasznalva

indukaldszerként. A fehérjetermeltetés ideje a fehérjétél és sejttdl fliggden 4-60 dras volt.

3.5 Sejtek feltardsa és a fehérjék oldhatdsaganak vizsgalata

A sejtek feltdrasat ultrahangos kezeléssel (Sonics Vibra cell™) végeztem, hat cikluson keresztiil,
melyekben 20 masodperces aktiv kezelést 10 mdsodperc sziinet kovetett, 30% amplitidén. A

felhasznalt puffer dsszetétele 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NacCl és 1-1 mM MgCl, és CaCl, volt.

Az ultrahangos sejtfeltarast kovetéen a mintdkat centrifugdltam. A csapadékot és a felliliszét is
poliakrilamid gélen elemeztem. A csapadék és a feliiluszé fehérje tartalmdnak 6sszehasonlitasaval az

idegen fehérje oldhatdsagara kovetkeztettem.

3.6 Tricin-SDS-PAGE

A Ver és DTL fehérjék mérete (24 és 21 kDa) a klasszikus Laemli SDS-PAGE felbontasanak alsé hataran
van. Ezért ezeket a fehérjéket tricin gélen valasztottam el 1 M Tris, 0,33 M HCI, 0,1% SDS pH 8,45
Osszetétel(i gél puffert, 0,1 M Tris-HCI pH 8,9 andd puffert, és 0,1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS, pH
8,25 katdd puffert hasznalva [Schagger 1987]. A tricin gélt az els6 fél oraban 30-50V fesziiltséget
alkalmazva futtattam, allandé 40 mA dramerdsség mellett, majd masfél éraig 120-150 V-on 130 mA
aramerGsség mellett. A gélt 10% ecetsav és 50% metanol tartalmd oldatban fixaltam, majd

Coomassie Brilliant Blue-val festettem és 10% ecetsavban differencialtam.

3.7 Western blot

A poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen a fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltam 25

mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS, 20% metanol 6sszetétell puffert hasznalva, 40 V-on 90 percig. A

membrant 5% tejpor tartalmu pufferben (5% sovany tejpor, 20 mM Tris pH7,5, 150 mM NaCl)

kezeltem, hogy elkeriiljem az ellenanyag nem specifikus kot6dését a membranhoz. A

haemagglutininnel jel6lt fehérjéket nyulbdl szarmazéd anti-HA elsédleges ellenanyaggal (Abcam

ab9110) mutattam ki, mig a Flag-jelolt fehérjéket egér M2 ellenanyaggal (Sigma F3165).
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Tormaperoxiddzzal konjugdlt, nydl vagy egér antitest ellen termelt ellenanyagot haszndltam
masodlagos ellenanyagként (Dako P0448, P0260). A kiilonb6z8 ellenanyagokkal 1 dran keresztiil
inkubdltam a membrant és a kezeléseket kovet6en haromszor tiz percet mostam TBST-ben (20 mM
Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween). A jeleket Immobilon HRP szubsztrat adasat kovetGen

(Merck) Li-Cor Western Blot szkenner segitségével detektaltam.

3.8 Heparin kromatografia

A DNS-kot6 fehérjék tisztitasahoz gyakran haszndlt eljaras a heparin oszlop kromatografia, hiszen a
heparin fizikai jellegeit tekintve hasonlit a DNS cukor-foszfat gerincére. A terminin fehérjék
szekvenciatol fliggetlenil képesek koétni a DNS-t, ezért ezzel a technikdval kezdtem a tisztitasi

|épéseket.

Kromatografia el6tt a feltart sejteket centrifugaltam és G75 Sephadex gyongyokon (GE Healthcare)
atszlirtem. A szlirletet heparin-sepharose (GE Healthcare) oszlopra vittem 1 ml/perc folyasi
sebességet alkalmazva. Pufferként 20 mM Tris pH7,5, 100 mM NaCl, 5% glicerol oldatot hasznaltam.
Az oszlopra kotott fehérjéket 18-20 oszlop térfogatnyi (1 ml) emelkedd (0,1-1 M) NaCl gradienssel
eludltam Tris pufferben (20 mM Tris pH 7,5, 1 M NaCl, 5% glicerol) mikézben 1 ml térfogatu

frakcidkat gydjtottem.

3.9 Gélszlrés

A gélsz(irés vagy méretkizardsos kromatografia a nativ fehérjék méret és alak szerinti elvdlasztasat

teszi lehet6vé, ezért idealis technika fehérjekomplexek vizsgdalatahoz.

A gélszirést Superdex 200 10/300 GL oszlopokon végeztem (GE Healthcare). A heparin-sepharose
oszloprdl szarmazé mintakat ultrafiltralassal (Amicon, Merck) sGmentesitettem és koncentraltam. A
gélsz(irés soran 0,25 ml/perc folyasi sebesség mellett 0,3 ml térfogatu frakcidkat gy(jtottem. A
folyamat soran 20 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl 5% glicerin tartalmu puffert hasznaltam. Az oszlopot
Broad range SDS-PAGE Standard (Biorad) segitségével kalibraltuk. A 116, 66, 45 kDa méret( fehérjék

ellcids csucsat megjeloltik az abrakon.

3.10 Peptid mass fingerprinting — tomegspektroszkdpia

A tricin gélen elvalasztott fehérjék festése Coomassie Brilliant Blue festékkel tortént. A minket
érdekl6 fehérjéket jelz6 savokat kivagtuk a gélbdl, majd redukcidt és alkilaciét kovetben tripszinnel
emésztettiik Sun és munkatarsai leirdsa alapjan [Sun et al. 2006]. A tripszin m(kodését 10%-os
hangyasavval allitottuk meg. A gélbSl a peptideket ultrahangos kezeléssel gyorsitott diffuzidval

tavolitottuk el, és C18 toltettel sémentesitettiik. A mintakhoz ezt kdvetéen 1:1 aranyban dihidroxi-

31.



benzoesavat adtunk matrixként, és a MALDI lemezre mértiik, majd szobahémérsékleten hagytuk
beszaradni. A MALDI-ToF gép kalibracidja utan a mintdkat analizaltuk az ,RP_2-3kDa-med” el6re
bedllitott paramétereit hasznalva. A FlexAnalysis program segitségével vettik fel a spektrumot és
azonositottuk a mono-izotépos csucsokat. A fehérjéket MASCOT és Prospector keresésekkel

azonositottuk a SwissProt.2014.3.7 adatbazisban.

3.11 Immunaffinitas kromatografia

Haemagglutinin peptiddel jelolt DTL fehérje vagy Flag peptiddel jel6lt Ver fehérje tovabbi tisztitasa
illetve kolcsénhatd partnerekkel torténd egyitt tisztitasa érdekében immunaffinitas kromatografiat
végeztem. Haemagglutinin vagy Flag epitépok elleni ellenanyagot hordozé agardz gyongyokbél (anti-
HA agardz (Pierce), M2 anti-Flag agardz (Sigma-Aldrich)) oszlopot készitettem. A DTL esetében a
heparin-sepharose oszloppal tisztitott frakcidkat, mig a Ver esetében a sejtkivonatot 3-5 alkalommal
Ujra toltottem az oszlopra, hogy az telit6djon a heteroldg fehérjékkel. A gyongyokhoz kotott

fehérjéket HA vagy Flag (Sigma) peptiddel eludltam és tricin gélen azonositottam.

3.12 Far-western blot

A far-western kisérlet egy médositott western blot, amely alkalmas fehérje-fehérje kolcsonhatas
kimutatdsara. A ,préba” fehérje potencidlis kolcsonhatd partnereit nitrocelluléz membranra
transzferaltam poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen. A membrant a nem specifikus
kolcsdonhatdsok elkerilése érdekében kétSpufferben (5% tejpor 20 mM Tris pH 7,5 100 mM NacCl, 1
mM MgCl,, 1 mM CaCly) inkubaltam. A prdba el&allitdsahoz a vizsgalt fehérjét tartalmazd sejteket
feltdrtam ultrahangos kezeléssel, majd centrifugdltam a mintakat. A felllUszot tizszeresére
higitottam koét6pufferben majd a membranokra mértem. A membranokat éjszakan at razattam 4 °C-
on, majd TBST-vel mostam &ket. A préba fehérje haemagglutinin epitdpot hordoz, igy jelenléte a

membranon a western blot pontban leirtak alapjan kimutathato.

A kisérlet sordn felhasznalt rekombinans human hisztonokat a New England Biolabs forgalmazza (H1:

M2501S, H2A: M2502S, H2B: M2505S, H3.3: M2507S, H4: M2504S).

3.13 DNS-kotés vizsgalata magneses gyongyokkel

A DNS kotés vizsgalatahoz 80-mer oligonukleotidot terveztem, melynek egyik vége biotinilalt és nem
alakit ki masodlagos strukturat (5. abra). A kettds-szalu és 3’ tulnyulé végli DNS eldallitasahoz a
biotinilalt DNS szakasznak a 80-mer és 40-mer hosszU komplementerét hasznaltam. Egy telomerikus
szekvenciabol (HeT-A) ugyancsak 80-mer hosszu régiét és annak 80- és 40-mer komplementer

szakaszait is felhaszndltam a DNS kotés vizsgalatahoz.
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egyes-szalu DNS (ssDNS): 5’biotin-
TCCACCCATTTACCCGAGAGACACACATTTTACCCCATTTCCCCCTTTACACAGAGAGATTATTTAGCCGTTTCCC
CTTA3’

kettds-szalu DNS (dsDNS) el@allitasahoz (komplementer):
5'TAAGGGGAAACGGCTAAATAATCTCTCTGTGTAAAGGGGGAAATGGGGTAAAATGTGTGTCTCTCGGGTAA
ATGGGTGGA3’

3’ tulnyuld végli DNS eléallitasahoz (komplementer):
5’ AAATGGGGTAAAATGTGTGTCTCTCGGGTAAATGGGTGGA3’

ssDNS (HeT-A): 5’biotin-
AGGACGGCAGTCATGACAAAATACTCTCACTCAAACAAATCGGTGGGCAAAGGGTGGACATTGAAAGGAAAA
ACAGGACA3’

dsDNS (HeT-A komplementer):
5S'TGTCCTGTTTTTCCTTTCAATGTCCACCCTTTGCCCACCGATTTGTTTGAGTGAGAGTATTTTGTCATGACTGCC
GTCCT3’

3’ tulnyulé DNS (HeT-A komplementer):

5’ ATTTGTTTGAGTGAGAGTATTTTGTCATGACTGCCGTCCT3’
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5. dbra: A tervezett egyes-szali DNS-re az ,,RNA structure” szoftver predikcidja alapjan nem jellemzé
masodlagos szerkezet felvétele [Reuter JS és Mathews DH. 2010]
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A biotinildlt DNS-t magneses gyongyok felszinén rogzitett streptavidinhez kotottem (Dynabeads
M280 Streptavidin a gyartd altal javasolt protokollnak megfeleléen). A heparin-sepharose oszloprol
szarmazo frakcidkat a gyongyokkel forgatva egy éjszakdn at inkubdltam 4 °C-on, majd haromszor
mostam 20 mM Tris pH 7,5 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,-ben. A fehérjéket 20 mM Tris pH

7,5, 1 M NaCl tartalmu pufferrel eludltam és western blot segitségével azonositottam.

3.14 DNS kotés vizsgalata bioréteg interferencia (BLI) segitségével

Bioréteg interferencia mérések biomolekuldk kézott kialakuld kélcsénhatasok kimutatdsara alkalmas
mddszer. A mérésekhez olyan szenzorokat haszndlunk, melyek belseje vezeti a fényt. A szenzort
megvilagitva a fotonok a szenzor belsejében terjedve, annak végérdl visszaver6dnek és szintén a
szenzoron belll visszajutnak a detektorba. Amennyiben a szenzor hosszat megvaltoztatjuk a
visszavert fényhulldmok fazisa eltolddik, ami a detektorban interferencidat okoz, mely mérhet6. A
technikdval a szenzor hossz valtozdsa pontosan megallapithatd, mert ardnyos a detektorban mért
interferencia mértékével. A szenzorok végére kotott biomolekuldk a szenzor hosszanak valtozasat és
ezzel a fényhullamok fazisanak eltolddasat eredményezik (6. dbra). A mérésekhez a FortéBio Octet

rendszerét alkalmaztuk.
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6. dbra: Bioréteg interferencia miik6dési elve

A szenzor belsejében terjed6 fény egy része a szenzor végét elérve visszaver6dik és a szenzoron belil
haladva visszajut a detektorba. Amennyiben a szenzor hossza megvaltozik, a fotonok eltéré fazisban
verédnek vissza a szenzor végérdl, mint korabban. A faziseltolédds mértéke ardnyos a szenzor hossz
valtozasaval. (Az abra FortéBio képeinek modositasaval készult http://www.fortebio.com)
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A magneses gyongyokkel végzett kisérletekhez hasonldan, egyes-szalu, kettés-szala és 3’ tulnyulo
végl DNS-t haszndltunk, melyeket biotin-sztreptavidin kélcsénhatdst kihaszndlva a szenzorokhoz

kotottiink.

A reakciok soran pufferként PBS puffert hasznaltunk (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,,
1,8 mM KH,PO.) melyet 0,05% Tween 20 detergenssel egészitettiink ki.

A mérésekhez elGszor a kilonbozs szerkezet(i (egyes-szalu, kettds-szald, 3’ tulnyuld végl) biotinilalt
DNS mintéakat (3 ug/ml) kotottik a sztreptavidinnel telitett szenzorokhoz (SAX szenzor, Fortébio). Ezt
kdvet6en a szabad sztreptavidin molekuldkat biotin konjugalt lizinnel (10 ug/ml biocitin, Sigma)
kezeltiik, a nem specifikus kdlcsonhatdsok elkeriilése érdekében. A DNS-fehérje kotés mérése el6tt
mintapufferben vettiik fel az alapvonalat, mely a mérések kés6bbi 6sszehasonlitdsdhoz sziikséges. A

kisérletek soran a fehérjéink DNS kétése mellett a disszociaciojukat is vizsgaltuk.

A rendszer alkalmas kinetikai mérések elvégzésére is. Az adatok kiértékelése az Octet szoftverével
valosult meg a heterogén szubsztrat viselkedését leird képlet alapjan. A szdmitasokhoz szlikséges

fehérjekoncentraciét poliakrilamid gélen futtatott mintak szdmitdgépes kiértékelésével becsiltem.
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4. Eredmények

4.1 Aterminin fehérjék doménjei evoluciods léptékben gyorsan valtoznak

A terminin fehérjék gyors evoluciéjat tobben leirtak [Raffa et al. 2010, Gao et al. 2010, Dubruille et al.
2012], am ezek az adatok 3altaldban egész fehérjékre vonatkoznak, és nem ismerjiik meg bel6liik az
egyes domének valtozdsanak sebességét. Azonban, ha a terminin fehérjék fajképzésben betdltott
szerepét vizsgdljuk, érdemes megnézni az evollcids sebességet az interakciés doménekre is kilén-
kiilon. Amennyiben ezek gyors evolucidt mutatnak és koevolucidjukat is sikeriil aldtdmasztani, az az

elméletiink megerGsitését jelentheti.

A terminin fehérjék tobbségének doménszerkezete ismert, ami megkdnnyiti a molekularészek

evoluciéjanak a vizsgélatat. A fehérjék doménszerkezetét a 7. dbra foglalja 6ssze (7. dbra).

HipHop . HP1—H9AP , Linlfer Konzer.véllt.
interakciés domén régié C-terminalis

Chromo

HP1 domén

7. abra: A terminin fehérjék doménszerkezetének vazlatos dbrazolasa

A DTL domén szerkezete és pontos funkcidja a terminin komplexen belll nem jellemzett. Kisméret(l fehérje,
ezért feltételezziik, hogy csupan egy domént hordoz. A Verrocchio szintén kisméreti fehérje, azonban
homoldgiat mutat az éleszt6 shelterin egy tagjaval, az Stnl fehérjével. A Ver egyetlen domént, egy Ob-fold
domént tartalmaz. Az Ob-fold doménnel rendelkez6 fehérjék az oligoszacharidokhoz valé affinitasuk alapjan
kaptak a neviket (Oligosacharid-binding fold), azonban a szénhidratok mellett a csoport szdmos tagja felismeri
a DNS cukor-foszfat gerincét. A Ver molekularis funkcidja feltehet6en az egyes-szali DNS kotése [Raffa et al.
2010]. A HOAP fehérje két régiora oszthatd, az N-termindlisan taldlhaté ,HMG-like” doménre és a C-termindlis
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harom prolin tartalmu ismétl6désre [Badugu et al. 2003; Shareef et al. 2001]. A HMG-like régié felelSs a kettds-
szalu DNS kotéséért [Shareef et al. 2001, Gao et al. 2010]. A C-terminalisnak a HP1-gyel val6 kélcsénhatasban
van szerepe [Badugu et al. 2003]. HipHop 99 aminosavnyi N-terminalis része felel HOAP-pal és HP1-gyel vald
kolcsdnhatdsaért. HipHop két tovabbi doménnel rendelkezik, a C-termindlison egy konzervalt régidval, illetve
egy Osszekot6 (linker) régidval, ami 6sszekoti a konzervalt részt az interakciés doménnel. A konzervalt régié
felel HipHop heterokromatinban valdé lokalizaciéjaért [Gao et al. 2011]. HP1 hdrom domént tartalmaz; a
chromodomént, a chromoshadow domént és a kettét 0sszekotd ,kapocs” vagy hinge régiét. A chromodomén a
H3 hiszton metilalt lizinjét ismeri fel és koti (H3K9me) [Bannister et al. 2001], ez a funkcié azonban nem
sziikséges a telomeren vald lokalizaciohoz [Fanti et al. 1998]. A chromoshadow domén fehérje-fehérje
kolcsdnhatdsért felel6s domén, mely HP1 vagy mas chromoshadow domént hordozé fehérjékkel vald
kolcsOnhatast tesz lehet6vé [Aasland, és Stewart 1995, Smothers és Henikoff 2000]. Badugu és munkatarsai
szerint HP1 chromoshadow és hinge régidja is szlikséges a HOAP-pal valé kdlcsonhatasahoz. HOAP két HP1
molekuldt kot gy, hogy C-terminalisa kdlcsonhatdsba lép a hinge és a chromoshadow doménnel [Badugu et al.
2003]. A hinge domén kéti az egyes-szalu (ezt nagyobb affinitdssal) és a kettGs-szali DNS-t [Perrini et al. 2004]
és szintén szerepe lehet a H3K9me felismerésében [Mishima et al 2012].

A domének evollcids ratajanak 6sszehasonlitdsdhoz 21 Drosophila fajbdl 6sszegy(jtottem a terminin
fehérjékkel homoldgiat mutatd szekvencidkat (ortolégokat és paralégokat) és azokat bioinformatikai
mddszerekkel elemeztem. Referenciaként a konzervalt Globinl fehérjét és a gyorsan evolvalédé Lhr

fehérjét is bevontam a vizsgdlatokba.

A kédold régidkat aminosav szekvencidra forditottam és szekvencia illesztéseket végeztem. Az
illesztések alapjan grafikusan dbrazoltam az egyes aminosavak konzervaltsagi értékét (8. dbra). Az igy

készitett dbrakon, az egyes domének hatarai tisztan elkilonithet6ek (8. abra nyilhegyek).
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8. abra: A fehérje illesztések segitségével szamolt konzervaltsag alapjan a fehérjék doménjei elkiilonithetGek.
A szirke oszlopok a szekvencia illesztések alapjan meghatarozott konszenzus aminosav gyakorisagat jelzik a
vizsgalt szekvencidk kozott. Minden oszlop egy-egy aminosavnak felel meg, minél magasabb egy oszlop annal
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konzervdltabb az adott aminosav. Az Lhr és HOAP szekvenciai tul hosszuak, hogy az egyedi aminosav eloszlas
megfelel6 felbontdssal abrazolhatd legyen, ezért oszlopok helyett folytonos szinezést Iatunk. A kék oszlopok az
illesztésben talalhatd lyukakat (inszerciok/delécidk) mutatjdk szintén aminosav szint(i felbontasban a
szekvencidkban el6forduld gyakorisaguk szerint. Az alacsony sziirke és magas kék oszlopok egy-egy inszerciot
jelolnek. Az alacsony kék oszlopok atfedésben magasabb sziirke oszlopokkal delécidkat jeloinek. A HOAP és a
HipHop esetén abrazoltuk az ortoldgokra, a paraldgokra és az 6sszes homoldg szekvenciara jellemzd adatot is.
HP1, HOAP és paraldgjai illetve HipHop és paraldgjai esetén nyilhegy jeloli a domének hatarait.

A HOAP prolinban gazdag régidja és a HipHop linker doménje jelentés mennyiségl inszerciét hordoz
a globuldris doménekhez viszonyitva, csakigy, mint a gyorsan evolvalédé Lhr tébb szakasza. A HP1
kapocs (Hinge) régidjaban szintén lathatunk inszercidkat. A kisebb fehérjékre (Globinl, Ver, DTL),

melyek feltehet6en egy domént hordoznak, nem jellemzéek az ilyen valtozasok.

A Drosophila melanogasterbél szarmazé fehérjék szekvencidjdban megvizsgaltuk, hogy mekkora
valdszinlség szerint alkotnak globuldris vagy rendezetlen strukturakat. Nem meglepd, hogy egyes
rendezetlen strukturdju fehérjerészekre (HOAP prolinban gazdag C-termindlisa, HipHop linker
szakasza, HP1 hinge régidja) jellemz8bb az inszercidk jelenléte (9. abra, 2-6. fliggelékek). A HipHop és
a HOAP esetén a globularisnak jelzett régiok egybeesnek a domének hataraival. A nem strukturdlt
domének funkcidja a komplex Gsszeszerelésében jelent6s lehet [Dyson és Wright 2005], viszont
kélcsdnhatd partner nélkil az ilyen molekularészek akar in vivo is gyorsan degraddlédnak [Janin és

Sternberg 2013].
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9. dbra: A vizsgalt fehérjék koziil Globin1, Lhr, Hp1l, Ver, és DTL globularis szerkezetet mutat, mig HOAP és
HipHop C-terminalisuk feldl kiterjedt rendezetlen struktiraval rendelkeznek.

Russell és Linding definicidja szerint végzett predikciok [Linding et al. 2003]. A sarga szakaszok a globuldrisnak
prediktalt régidkat jelzik, mig a kék részek a rendezetlen szakaszokat. A szamitdsok a D. melanogaster
szekvencidi alapjan torténtek. A tengelyen lathaté szdmok az aminosavak sorszamanak feleltethet6ek meg.

Az elkészllt aminosav illesztésekbdl kodon illesztéseket készitettlink. A kodon illesztések olyan
nukleinsav illesztések melyekben a kodonok pozicidja megfelel az Adltaluk kédolt aminosav
pozicidjanak az aminosav illesztésben. A kodonok 6sszehasonlitasaval, azaz a szinonim (pS) és nem-
szinonim (pN) mutacidk aranyanak (pN/pS) dsszevetésével, meg tudjuk hatarozni az egyes fehérjék és
doménjeik evollcids sebességét [Hurst 2002]. A szinonim mutacidknak (S) nincs hatdsuk a
fenotipusra, ezért nem hat rajuk szelekcid, aranyuk pedig informaciét ad az alap mutacids ratardl,
mely Iékuszonként eltéré lehet. A nem szinonim mutdcidk (N) viszont megjelennek a fenotipusban,
ezért hathat rajuk szelekcié. Minél tébb a nem szinonim mutdcié két gén kozott, evollcidsan annal
tavolabb helyezkednek el. Ha a nem szinonim mutacidk aranyat (nem szinonim szubsztiticié per nem
szinonim szubsztitucids hely: pN) elosztjuk a szinonim mutacidk aranydval (szinonim szubsztitlcio per
szinonim szubsztitlcids hely: pS) egy olyan értéket kapunk (pN/pS), ami az adott fehérje valtozasanak

a sebességét irja le és kikliszoboli a I6kuszonként eltéré mutdcids rata altal okozott esetleges hibat.
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Egy gén evollcids ratdjat minden egyes kodonra kapott pN/pS arany atlagabdl kapjuk. Az egy-egy
fehérjét jellemz& pN/pS érték tehat statisztikai jellegl, ezért félrevezetd lehet, igy példaul, gyors

evoluciét mutato fehérje is hordozhat konzervalt domént [Yurlova et al. 2009].

A pN/pS értékek relativak, a szamitds soran a kapott eredményeket befolyasolhatja a kivélasztott
fajok evolucids tdvolsdga, a felhasznalt fajok szdma és az illesztések min6sége is. Ezért az
eredmények validalasanak érdekében megvizsgaltam, hogy a teljes fehérjék esetében, hogyan
véltoznak ezek az értékek ot, tizenkett és huszonegy faj, illetve a paraldgok bevonasa esetén (10.
abra, A panel). Nem meglepé médon, 5 kézeli rokon fajt vizsgéalva alacsonyabb pN/pS értékeket
tapasztaltunk, mint 12 faj esetén. A 21 fajt vizsgdlva viszont nem kaptunk jelentésen eltéré
eredményt a 12 faj adataihoz képest. Ez azzal magyarazhatd, hogy az a kilenc faj, amelyeket
bevontunk a kalkuldciéba, nem jelentenek Ujabb széls6értéket, hanem beilleszthetéek a 12 faj
rokonsagi korébe (10. abra, B panel). Hasonlé eredményeket kaptunk azokban az esetekben is, ahol a
paralégok bevonasa lehetséges volt (10. abra). A mintaszamtdl és rokonsagi foktdl fliggetlenll azt
tapasztaltuk, hogy a Globinl és a HP1 lényegesen alacsonyabb pN/pS értéket mutatnak, mint az

azonos fajokbdl szarmazé Lhr, HOAP, HipHop, Ver vagy DTL fehérjék.

A delécidk és inszercidk jelenléte az illesztésekben nem befolyasolja a szekvencidk kozott szamolt

pN/pS értékeket, mert az (ir6khoz illeszkedd kodonoknak nem szamolhatd ilyen értéke.
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10. abra: A szamolt evolliciés sebesség és a mintaszam Osszefiiggése
(A) A szinonim mutacidkra normalizdlt nem szinonim mutacidk eloszldsat mutatja az abra A része, teljes
szekvencidkban szamolva. A pN/pS értékek valtoznak a mintaszam és a rokonsagi fok fliggésében, azonban
egymashoz viszonyitott értékiik kozel dllandd. A konzervalt Globinl és HP1 mindig alacsonyabb értéket mutat,
mint a tobbi gyorsan evolvalédé fehérje. (B) HP1 illesztés alapjan maximum-likelihood metddussal szamolt fa,
mely Osszeegyeztethet6 az irodalomban taldlt adatokkal [Seetharam és Stuart 2013, van der Linde és Houle
2008]. Latszik, hogy az 5 faj esetén szamolt értékek a kozel rokon fajokra vonatkoznak (sarga keret), mig a 12 faj
szélesebb rokonsdagot olel fel (zold keret). A 21 faj nem bdévitette tovabb a kort, de arnyaltabb eredményt
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varhatunk a bevonasukkal, akarcsak a paraldgok esetében. Az dbran nyilak jel6lik azokat a fajokat, ahol legalabb
egy paralégot taladlhatunk [Dubruille et al. 2012].

Az irodalombdl ismert domének megfeleltethetéek a szekvencia illesztések alapjan hasonld
konzervaciés értékeket mutatd régidknak (8. dbra). Ezeknek a régidknak kiilon-kiilén meghataroztam
az evollcids sebességét és Osszevetettem a teljes szekvencidkra kapott értékekkel és egymassal is

(11. abra).
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11. abra: A teljes fehérjék és doménjeik eltéré pN/pS értékekkel rendelkeznek.
A teljes fehérjékre és azok doménjeire szamitott pN/pS értékek oszlopdiagramon lettek dbrazolva. A terminin
fehérjék és doménjeik gyorsabb evolucidt mutatnak a konzervalt fehérjékhez képest.

A domének evollciés sebességének meghatdrozasahoz az 6sszes rendelkezésre all6 szekvenciat
felhasznaltuk. Eredményeink alapjan a HP1 chromo és chromoshadow doménjei erésen konzervaltak.

A HipHop C-terminalisan is taldlunk egy konzervalt régiot, ahogy azt Gao és munkatdrsai mar
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kordbban leirtdk [Gao et al. 2011]. A varakozdsnak megfelel6en az Osszekoté funkciot ellato,
rendezetlen szerkezetlinek josolt molekularészek gyors evollciot mutattak. Azonositottunk olyan
doméneket is, melyek szerepe protein-protein kodlcsonhatdsban ismert és evolucidjuk felgyorsult.
Eredményeink alapjan ilyen a HOAP HMG-like régidja, a HipHop HP1-HOAP kolcsonhatd régidja, a Ver
Ob-fold doménje és a DTL nem karakterizalt doménje. Ezeknek a doméneknek a vizsgalataval valaszt
kaphatunk olyan kérdésekre, mint példaul, hogy hogyan hatnak kolcson a gyorsan evolvalédé

molekuldk, hogyan képesek komplexet alkotni, illetve részt vehetnek-e a fajképzés folyamataban.

4.2 A Verrocchio szerkezeti modellje

A fehérjék mikodésének megértését nagyban elGsegitheti haromdimenzids molekula modellek
alkalmazasa, azonban a terminin fehérjék esetében nem rendelkeziink térszerkezetre vonatkozo
adatokkal. Mivel a terminin fehérjék tobbsége nem mutat egyértelm( hasonldsagot mas fehérjékkel,
a lehetdség is korlatozott a homoldgia alapjan toérténé molekulamodellek készitésére (2-6.
fliggelékek). Kivétel azonban a Ver esete. Ez a fehérje evolucidsan gyorsan valtozik, és tartalmaz egy
ismert szerkezetli domént. A Verrocchiordl az Stnl éleszté fehérjével mutatott homoldgiajat
kihasznalva Raffa és munkatdrsai készitettek térszerkezeti modellt [Raffa et al. 2010]. A Modeller
program segitségével reprodukdltam ezt a térszerkezetet, mely szekvencia szinten csak az Ob-fold
részt fedi le (12. dbra). A modell fejlesztése érdekében a Phyre2 online feliiletén készitettem Ujabb
predikcidkat (12-13. abrak). Ebben az esetben, eltéréen a Modellertél, nem a felhasznald biztositja a
szekvencia illesztéseket és a homoldg szerkezetet, hanem maga a program keres taldlatokat az

adatbazisaban, melyek kozil tobb mintat is felhasznalhat.

- komplex - -Ver
(pdb id:3KF6) MODELLER(M) MODELLER(M)—Phyrez( )
(' .
. Y" ‘J-; / ‘}.; e 2?
DNS k&t " 43 x

arok ﬂ/ﬁs Nem-illesztett '3‘) -~ prediktalt / ’33
S \L régiok 4 q () alfa hélixek ;/41 {,

\("7 | 4 ST {0 /‘%

12. abra: A Verrochio homoldgia alapi modellezéssel illeszthet6 az Ob-fold fehérjékre.

Egy (MODELLER), vagy tobb (Phyre2) templatot felhasznalva hasonld térszerkezeti modellt kapunk. Az Stnl
fehérje zold szinnel, a tenl sziirkével, mig a Ver kiilonb6z6 modelljei rézsaszin (MODELLER) és kék (Phyre2)
szinekkel vannak jelolve. A fehérjék szerkezetét a polipeptid lanc szalag-szer( (ribbon) abrazolasaval mutatjuk
be.

44.



Mivel a Phyre program tobb véletlen generalt |épést is hasznal a modellezés sordn, ezért futdsonként
eltér6 eredményt adhat. Ezért tobbszor lefutattam a Drosophila melanogaster Ver szekvencidjara,
mely szamitdsok eltér6, de hasonld szerkezeteket eredményeztek (13. dbra, A panel). A Phyre
program a szerkezet predikcidhoz kizardlag szekvencia adatokat kér, ezért mas fajbdl szarmazo,
eltéré szekvenciaju proteinekre lényegesen eltéré szerkezet predikciét adhat. Rokon fajokbdl (D.
yakuba és D. grimshawi) szarmazo Ver szekvencidkat felhasznalva azonban a korabbiakhoz hasonld
eredményeket kaptunk, ami a szerkezet konzervalddasara utal (13. abra, B panel). Az N-terminalis a
flexibilitdsa miatt befolydsolhatja a szamitasaink eredményét, ezért N-termindlisra nézve csonka
fehérjéket is modelleztem, azonban ez a modellek minGségére nem volt jelent6s hatdssal (13. abra, E

panel).

Az eltér6 modelleknél a legnagyobb kiilonbségeket az N-terminalison taldlhatéd hélix pozicidja
mutatja, melyrél eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a magi lokalizaciéhoz sziikséges. A
hélix egy rendezetlennek prediktalt nyéllel kapcsoldodik az Ob-foldhoz (9. dbra), mely megnoveli az
ezen a région taldlhatd konzervalt aminosav szekvencia hozzaférhetdségét, feltehet6en az importin
fehérjék szamara. Egy, a magi lokalizacids szigndlok felismerését végz6 szoftver (cNLS Mapper)
taldlatot adott a 17. és 48. aminosav ko6zott, ami megerésiti feltételezésiinket, hogy ez a régié magi

lokalizacids szigndlként mikodhet.
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13. abra: A Phyre programmal generalt Ver térszerkezetek minden vizsgalt esetben nagy hasonlésagot
mutatnak

(A) D. melanogaster illetve (B) D. yakuba és D. grimshawi Ver szekvencidkat felhasznalva készitett modellek az
aminosav sorrendben tapasztalt eltérések ellenére rendkiviil hasonldak. Eltérést az N-terminalis mutat, mely a
sejtmagi lokalizacids szignalt hordozza, illetve a sargdval jelolt, egy vagy két hélixet tartalmazé rész. (C) Az N-
terminalis eltavolitdsa nem okozott jelent@s valtozast a szerkezet predikcidkban.
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Az eltérések ellenére minden térszerkezetben allandé pont az Ob-fold domén (piros) és a hozza
kapcsolodd alfa hélix (zold). Az Ob-fold esetében, a feltételezett DNS-két6 arok minden modellen

megfigyelhetd.

A Phyre programmal kapott szerkezetekre a Modeller program segitségével illesztettem a masik két
vizsgdlt faj szekvencidjat és az 5 legjobb modellt atfedésben abrazoltam (14. dbra, A panel). A
szekvencia kiilonbségek ellenére (D.mel-D.yak 17%, D.mel-D.gri 65%, D.yak-D.gri 64%) barmelyik

fajbdl szarmazd fehérje illeszthetd a masik faj esetén kapott modellre.

Természetesen az illeszthet6ség nem jelenti azt, hogy a fehérje valdban felveszi ezt a prediktalt
szerkezetet. Ha 0sszehasonlitjuk a D.mel Ver (P1) modellre illesztett szerkezeteket D. melanogaster,
D. yakuba és D. grimshawi esetén, alig tapasztalunk eltérést. Viszont jelentds kilonbségeket
fedezhetiink fel a hidrofobicitds alapjan szinezett felszinen, ahol D. grimshawii esetén
megnovekedett a fellleten a hidroféb aminosavak szama (14. dbra, C panel). Ezek a valtozasok a

fehérje-fehérje interakcidra is hatassal lehetnek.

Azt taldltam, hogy habar a Ver térszerkezeti modellek valtozatosak, alapvetd tulajdonsagaikban nem
kiilonboznek 1ényegesen, igy barmelyik modell vizsgalata esetén értékes kovetkeztetéseket tudunk

levonni.
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Eltérd fajok szekvenciai Phyre modellre valé illeszthet§sége

A)
Templat:  D. mel D.yak
5-5 legjobb illesztés: D.yak, D.yak
. ERe
sty (8
) (%?/
S
B)
Szalag
modell
C)
Térkitolt6
modell Hidroféb
Hidrofil

14. abra: A szekvencia kiilonbségek ellenére hasonlé modelleket kapunk D. melanogaster, D. yakuba és D.
grimshawi Ver ortologok esetében.

(A) Az ,A” panel els6 térszerkezete a Phyre2 programmal készitett D. melanogaster (kék) modell. Ezt a
szerkezetet templatként felhasznalva elkészitettiink tovabbi 5-5 modellt a D. yakuba (rézsaszin) és D.
grimshawi (z6ld) szekvencidkra a MODELLER program segitségével. Az dbran kiemelésre kerilt, hogy a D.
melanogaster Phyre2 modelljére illesztett szerkezeteknek csak az N-terminalis hélixe mutatott kisebb eltérést a
kiindulasi modellhez képest. Hasonldan az elsd térszerkezetekhez, a masodik és harmadik modell a masik két
vizsgalt faj Phyre2 modelljeire (D. yakuba (piros) és D. grimshawi (sziirke)) illesztett MODELLER predikciokat
jelentik. A harmadik modellen (D. grimshawi templat) nyilhegy jel6li a nem illeszthet6 szakaszokat, melyek
jelenléte abbdl fakad, hogy D. grimshawi Ver fehérje 6 aminosavval rovidebb, mint D. melanogaster és D.
yakuba fehérjék. (B) A D. melanogasterre legjobban illeszkedd D. yakuba és D. grimshawi modellek szalag
abrazoldsa minimalis eltéréseket mutat. (C) Azonos szalagmodellek térkitolté modellje lathaté a ,C” panelen. A
felszin szinezete az aminosavak hidrofobicitdasdanak megfelel§. Habar szalag dbrazoldsban az egyezés nagyfoku a
vizsgalt fehérjéink esetében, az eltéré szekvencia miatt a felszinre keril6 aminosavak jellege kiilonbézhet.
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Példaul a D.mel Ver (P1) modellt mintaként hasznalva D.gri szerkezet esetén jelent6s hidroféb
felUletnévekedést tapasztalunk, ami kedvezé6tlen energia viszonyokat eredményez.

Tovabbi térszerkezet elemzésekhez a D.mel Ver (P1) modellt valasztottam ki, mert a flexibilis sejtmagi
lokalizacids szignal ebben az esetben jol elkilonil a fehérje tobbi részétél. Ha megnézzik a
szerkezetet az aminosav konzervaltsagnak megfelel6en szinezve, |athatjuk, hogy a konzervalt
aminosavak féként a helyes térszerkezet kialakitasdban vesznek részt (15. abra). Az Ob-foldot
kialakitd aminosavak a fehérje belseje felé fordulnak, mig az Ob-fold és a hozza kapcsolt hélix
kolcsOnhatdsdban részt vevé aminosavak a struktira szervezésen kivil egy konzervalt felszint
alakitanak ki. Konzervaltsdgot mutat még a DNS-kotd felszin, illetve az N-terminalison taldlhato
sejtmagi lokalizacioért felelGs szignal peptid is. A korabban sargaval abrazolt (13. abra) valtozékony
hélixek esetében a konzervdlt aminosavak poziciéja modellenként valtozik ugyan, de megfelel§

elhelyezkedésiik esetén alkothatnak egy kisebb konzervalt felszint.

Az Ob-fold MM | SeJtmag|, Iokall'zaC|os-s‘Z|gnaI
) Liecex ) ” konzervalt aminosavjai
kialakitasdban résztvevo,
a molekula belseje felé

fordulé aminosavak

Az Ob-fold kialakitasaban
résztvev®, és konzervalt
felszint kialakitd
aminosavak

DNS-ko6td arkot
kialakito
konzervalt
aminosavak

\

2 3 N
Konzervalt Al N—

L7 A
Viltozékony

Konzervalt aminosavak a
véltozékony hélixekben

15. abra: Ver felszinén konzervalt aminosavakbol kialakulé felszineket azonosithatunk
A konzervalt aminosavakat 6t csoportba oszthatjuk a feltételezett funkcidik alapjan melyek a kovetkez6k: a
sejtmagi lokalizaciés szignalt kialakité aminosavak (kék), az Ob-fold kialakuldsaban részt vevd, a molekula
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belseje felé fordulé aminosavak (piros), az Ob-fold kialakitasaban szerepet jatszo, konzervalt felszint is kialakitd
aminosavak (narancssarga), DNS kot6 arkot kialakité aminosavak (zéld), a valtozékony hélix konzervalt
aminosavai (sarga). A kis képen két térkitolté modell lathatd. Az els6 konzervaltsag szerint szinezett modellt,
mig a masik a csoportositasnak megfeleléen szinezett felszineket mutatja. A masodik abran piros szinezés alig
lathatd, mig a tobbi aminosav konzervalt felszineket alakithat ki.

A Ver térszerkezetének elemzése soran konzervalt felszineket azonositottunk, melyek kozil egyik az
irodalom szerint feltehet6en a DNS-kotésért felel, egy masik pedig a sejtmagi lokalizaciot biztositd
importin fehérjék felismerési szekvenciaja. A tébbi konzervalt felszin szerepét nem ismerjiik, azonban
elképzelhets, hogy a tobbi terminin fehérje kotéséhez sziikséges felszint biztositjdk. Ez
magyarazhatja, hogy a fehérjék kozotti kdlcsonhatdsok miért maradnak stabilak a gyors evolucio
ellenére. Ez utdbbi esetben kevésbé valdszinl, hogy fehérjék szerepet jatszanak a fajképzésben,
hiszen bar a fehérje domének evollcidja gyors, a fehérjék szerkezete mégis konzervalt, aminek
kdszonhetben az interakcidkban részt vevé konzervalt aminosavak megfelel6en pozicionalhatéak az

interakciok kialakitasahoz.

4.3 Aterminin fehérjék heterolog expresszidja

A terminin fehérjék kozotti kolcsonhatdsokat genetikai mddszerekkel és GST-pull down kisérleteket
alkalmazva korabban is vizsgaltak (16. abra). A kisérleti adatok szerint a Ver interakcidba Iép a DTL-lel
és a HOAP-pal [Raffa et al. 2010], a DTL interakcidba |ép a Ver, a HOAP és a HP1 proteinekkel [Raffa
et al. 2009], mig a HipHop koélcsén hat a HP1-gyel és a HOAP-pal, de nem Iép kélcsdnhatdsba a Ver
vagy a DTL fehérjékkel [Raffa et al. 2009, Gao et al. 2010, Raffa et al. 2010]. Azért, hogy mas
mddszerrel is igazoljuk e kolcsonhatdsok és a terminin komplex |étezését, tovabba, hogy
megvizsgdljuk a gyorsan valtozé domének kolcsOnhatdsait és esetleges szerepliket a fajképzésben,

bakterialis expresszids rendszerben termeltettiik a terminin fehérjéket.
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16. abra: Terminin fehérjék kozott kimutatott kdlcsonhatasok

A kék korok a terminin fehérjéket mutatjak, mig a vonalak a koztik 1évé kolcsonhatdsokat. A kdlcsénhatasok
kimutatasa féként GST-pull down kisérletekkel tortént, heteroldg fehérjék felhasznalasaval [Raffa et al. 2009,
2010, Gao et al. 2010].

Annak érdekében, hogy a proteinek nativ térszerkezete ne torzuljon, és egy hozzaadott epitop ne
befolydsolja a komplex Osszeszerel6dését, elGszor jeldletlen (,tag” nélkili) fehérjéket termeld
plazmidokat allitottam el6. Kés6bb, amikor egyes esetekben indokoltta valt, haemagglutinin (HA)
illetve hisztidin (his) jeldlést haszndltam. A klénozas részleteit az Anyagok és modszerek fejezetben, a

monocisztronos és policisztronos konstrukciok elGallitasa alpontban fejtettem ki (3.2.9).

Monocisztronos plazmidokrdl térténé indukciot koévetben jol kimutathaté mennyiségl fehérje

termelSdott a HP1, a HOAP, a Ver és a DTL fehérjékbdl (17. abra).

HP1 'HOAP . HipHop* _DTL/Moi _ Ver
(kDa) L O F NKP O F NK P O F NK P O F NK P 7O_7F’I>\H‘{P
0" ey~ - T - - - -
— -
5..8 8 8 - —HOAP =3 =3 !-2 -:
— e - o — — -~ —a - .- - ;
40 - - b - — - — - -
s -HipHop*
.g.-iml P . [ — .
25 EN S ppr WS ! | Dl R
=l #-DTL/Moi  + |
15 %
3

17. abra: A Drosophila terminin fehérjék egyenként kiilonb6z6 mértékben oldhaté formaban termeltethetdk

baktériumsejtekben
A terminin fehérjét expresszalt baktérium sejt lizditumok PAGE gél fotdja. A képen lathatd expresszalt fehérjék
minden esetben jel6lve. L: molekulatémeg marker (létra — egy gélt latunk tobb darabba vagva, igy a marker az
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abra minden részével 8sszevethetd); O: teljes sejt lizditum F: oldhaté frakcié; NK: nem indukalt sejtek oldhaté
frakcié - kontroll; P: oldhatatlan csapadék frakcio (pellet). A sejtextraktumot (0) centrifugalva elkiilénithetjiik
annak oldhatd (F) és oldhatatlan frakcidit (P). A heteroldg fehérje expresszid sordn gyakori, hogy a termelt
fehérje a csapadékban fordul el, ,,inclusion body”-t képezve.

Az 6nmagukban termeltetett terminin fehérjék oldhatdsaga valtozd. A termel6dott HP1 és HOAP fehérjék
korilbelil fele jelent meg a fellluszéban (F), mig a DTL és a Ver tulnyomé tobbsége a csapadékban talalhaté (P)
(Arctic Expressz 18°C). Az alacsony expresszids szintje miatt, a HipHop termelGdése nem latszik a gélen, viszont
a fehérje vart pozicidjat csillaggal megjeloltiik.

A csapadékokban (P) lathaté 60 és 40 kDa koéril megjelené proteinek bakterialis eredetliek; dajka fehérjék (60
kDa), sejtfalhoz (40 kDa) asszocialt fehérjék, vagy antibiotikum rezisztencidhoz sziikséges fehérjék is lehetnek.

A HipHop expresszid6 a termeltetés korilményeitél flggetlenil (hémérséklet, indukaldszer
koncentracidja, tdpoldat), mindig alacsony szintet mutatott. Az alacsony HipHop expresszio
magyarazhatd azzal, hogy a baktériumok és a Drosophila sejtek eltéré gyakorisdggal hasznalnak
bizonyos kodonokat, és tRNS-eket. Ezért a BL21 expresszids baktériumtorzset Rosetta sejtekre
cseréltiik, mely baktériumban ritka tRNS-eket kddold plazmidot hordoz. Azonban a Rosetta sejtekben
torténd fehérje termelés sem fokozta a HipHop mennyiségét. Mivel a denaturdld gélen a HipHop
kimutathatatlan volt, a kovethetdség érdekében a fehérjét HA epitdppal jeldltem. A HipHop a

kés6bbi vizsgalatok soran stabilnak bizonyult.

Bakterialis rendszerben a HP1 kddold régiordl két fehérje képz6dott (17. dbra). A két fehérje
megjelenését alternativ start kodon nem indokolta. N-terminadlis hisztidin tag jel6lést kovet6en csak a
nagyobb fehérje futdsi magassdga valtozott, ami a protein N-terminalisdnak degradacidjara utal. Ezt
megerdsiti a  késGbb végzett tomegspektrometria: mindkét termelédott fehérjét HP1-ként
azonositottuk, azonban a kisebb fehérje esetén az N-terminalison nem volt peptid taldlat (19. abra, B

panel).

A Ver és a DTL expresszios szintje megfelel§ ugyan, és degraddacid sem jellemzé rdjuk, azonban, mig a
tobbi protein az oldatban marad, addig a Ver és a DTL oldhatatlan formaban (inclusion body)
képzédik (17. abra). Ezt ugy vizsgdltuk meg, hogy a feltart sejteket nagy fordulatszamon
centrifugaltuk, melynek kdszonhet6en elkilonitettiik az oldhato fehérjéket (felliliszd) az oldhatatlan
aggregatumot képz6 fehérjéktél (csapadék). A pelletben Iévé fehérjék nem alkalmasak biokémiai
vizsgalatokhoz, ezért a fehérjék oldhaté formaban vald termelésének kedvezé korilményeket
biztositottunk az indukcié soran. A fehérje oldhatdsagat novelheti a fehérje termelddés itemének
lassitdsa, az indukdldszer koncentracidjanak csokkentése, vagy az indukalas soran alacsonyabb
hémérséklet alkalmazasa [Rosano és Ceccarelli 2014]. igy a képz6dS fehérjének tobb idé all a

rendelkezésére a helyes térszerkezet felvételéhez. Az Arctic Express sejtek hideg sokk proteineket
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hordoznak, melyek lehet6vé teszik a kultira 18°C-on és az alatt torténé novesztését. Esetiinkben sem

a Ver, sem a DTL oldhatdsaga nem novekedett jelent6sen az emlitett mddszerek alkalmazasaval.

Az oldhatésagot fokozhatja még, ha a fehérje interakcids partnere jelen van a termel6dés soran
[Henricksen et al. 1994, Yao et al. 2003, Diebold et al. 2011]. Az oldhatdsag novelése érdekében
olyan plazmidokat hoztam létre, melyek policisztronos formaban koexpresszaljak a fenti fehérjéket. A

koexpresszios kisérleteket Arctic Express sejtekben végeztem.

A HOAP és a HP1 egyiitt torténd termelése soran mind a HP1, mind a HOAP oldhatdsaga jelentdsen
javult, szinte az 6sszes fehérje a fellluszoban taldlhaté (18. abra). Ver és HOAP vagy Ver, HOAP és
HP1 koexpresszidé sordn azonban a Ver esetében nem tapasztaltunk valtozast. Amikor viszont a DTL is
megjelent a sejtben, mind a négy fehérje termeltethetd lett oldhaté formaban (18. dbra). A fehérjék
oldhatdsaganak javuldsa feltehet6en a fehérjék kozott kialakuld interakcidknak kdszonheté. A HOAP
és a HP1 interakcidja Ver fehérjével nem bizonyult annyira jelentésnek, hogy Ver oldhatdsagat

javitsa.

Elkészitettem az 6t terminin fehérje egyidejli termelését biztositd plazmidot is, de a HipHop tovabbra
is rendkivil alacsony expresszids szintet mutatott, és nem volt érdemi hatdssal a tobbi fehérje

oldhatdsagara.

HOAP-HP1-Ver-
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18. abra: A baktériumsejtekben termelt terminin fehérjék oldhatésagat kolcs6nhaté partnereik jelenléte
megnoveli

A terminin fehérjéket koexpresszalé baktériumok lizatumanak PAGE gél fotdja. A HOAP és a HP1 koexpresszidja
esetén mindkét fehérje oldhatdsaga jelentésen fokozodik és a fehérjék tulnyomd tobbsége a fellldszoban (F)
és nem a csapadékban (P) lathatd. A Ver viszont a HOAP és a HP1 jelenléte esetén is nagyrészt a csapadékban
(P) van. Azonban, ha DTL is jelen van az expresszio soran, akkor valamennyi fehérje kimutathaté az oldhaté
frakcidban (F) is. A Ver és a DTL koexpresszidja is fokozta a fehérjék oldhatdsagat.

L: molekulatdmeg marker (létra); O: &sszes sejt lizdtum - centrifugalatlan minta; F: feliiliszé6 minta; NK: nem
indukalt feltliszé kontroll; P: csapadék (pellet)
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4.4 Aterminin fehérjék tisztitasuk soran két alkomplexet formalnak

A hipotetikus terminin komplex tovabbi vizsgalatara a policisztronos vektorrdl termelt négy fehérjét
(HP1, HOAP, Ver, DTL) tartalmazd sejt extraktumot heparin-sepharose oszlopra vittem, mert a
heparin kromatografia jol alkalmazhatd DNS-kot6 fehérjék tisztitasara. Az altalunk a feltards soran
haszndlt puffer sem pH-ban sem ionerdsségben nem kiilonbozik Iényegesen a fehérjék interakcidjat
leird pull-down kisérletek soran alkalmazottdl, ezért nem valdszind, hogy a komplex a feltards soran
szétesne. Ennek megfelel6en amennyiben a terminin fehérjék a hipotézisiinknek megfeleléen egy
stabil komplexet alkotnak, az egyes fehérjék egyittes tisztuldsat varjuk. Ezzel szemben azt
tapasztaltuk, hogy mig a Ver és a DTL alacsony sékoncentracié mellett (200-300 mM NacCl), addig a
HP1 és a HOAP magasabb sékoncentracié mellett (500-700 mM NacCl), jol elkiilénithetd frakcidkban
eludlhaték az oszloprol (19. abra, A panel). Az eludlt fehérjéket tomegspektrometridval is
azonositottuk (19. abra, B panel). Mivel a koexpresszié soran kevesebb HOAP fehérje termelSdott,
mint HP1, a HP1 fehérjék egy részének nem jutott HOAP interakcids partner, ezért |athatunk szabad
HP1 fehérjéket 5-6. frakcidokban. A kdlcsdnhatd partner nélkil tisztitott HP1 proteinekre jellemzé ez

az eluciés mintazat.
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19. abra: Bakterialis eredetii fehérjék parcialis tisztitasa heparin-sepharose oszlopon

(A) A fehérje tisztitas soran gy(jtott frakciok PAGE gél fotéja. Az oszlopra felvitt sejtextraktum (Inp) és az
atfolyd (Af) osszehasonlitva lathatjuk, hogy a fehérjék egy része, a heterolég fehérjékkel egyiitt, eltlinik az
atfolyobdl, ami arra utal, hogy ezek a fehérjék kotédtek a heparin-sepharose oszlopra. Azonban a felk6t6dott
terminin fehérjék eltérd sdkoncentraciéo mellett eluadlédtak (1-14). A Ver és a DTL alacsony sé koncentracional
(0,2-0,3 M NaCl) az 1-4. frakcidkban tavozott mig HOAP és HP1 a 8-12. frakcidkban (0,5-07 M NacCl). (B) Az 4bra
»A” részén szamokkal megjelolt fehérjesavok identitasanak meghatdrozdsa tomegspektrometriaval tortént. Az

aminosav szekvencidban az aldhuzott részek a tomegspektrometriaval azonositott peptid részeket jeldlik.

A holokomplex nem alakult ki abban az esetben sem, ha mind az 6t fehérjét tartalmazé

sejtextraktumot haszndltuk a tisztitashoz. Viszont a haemagglutinin jel6lt HipHop fehérjét - nem

meglepd maddon - a HOAP és a HP1 proteinekkel azonos frakcidkban sikerilt kimutatni (20. dbra).
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20. abra: A HipHop a HOAP-pal és a HP1-gyel azonos frakcidkban tisztul kromatografia soran

A HipHop fehérje kimutatdsa western blottal a heparin-sepharose oszloprol tavozd frakcidkban. Az oszlopra
felvitt sejtextraktumot (Inp) dsszehasonlitva az oszlopon atfolyt fehérjékkel (Af) lathatjuk, hogy HipHop kétott
az oszlopra. Az elucid soran HipHop a 9-13. frakcidkban jelent meg, ami megfelel a HOAP ellciés mintazatanak
is (0,5-07 M NaCl). A HOAP elleni ellenanyag a fehérje csonkolt formaihoz is kot (delta HOAP) ezért latunk tobb
jelet az alsé western bloton.

L: molekulatdmeg marker (létra); Inp: input az oszlopra felvitt minta, Af: atfolyd, a szdmok az ellcié sordn
gy(jtott frakcidkat jelolik.

Az, hogy terminin fehérjék nem azonos frakcidokban taldlhatéak, magyardazhaté azzal, hogy az
oszloprdl torténd ellcid sordn az emelkedd sékoncentracié miatt, a holokomplex két alegységre esik
szét. A bakteridlis sejtextraktum alacsony sé koncentrdcién torténd vizsgalata méretkizardsos
kromatografiaval (gélsziirés) lehet6vé teszi a kérdés megvalaszoldsat, azonban a fehérjék
poliakrilamid gélen térténé megbizhatd azonositasa a sejtextraktum heterogenitdsa, (és specifikus
ellenanyagok hidnya) miatt nehezen elképzelhetd. Ezért a heparin-sepharose oszlopon mar tisztitott
terminin fehérjéket hasznaltuk fel méretkizardsos kromatografidhoz. A terminin fehérjéket
tartalmazo frakcidkat alacsony sékoncentracié mellett Ujra egyesitettiik, és gélszliréssel vizsgaltuk,
hogy a komplex tagjai egylitt eludlédnak-e. A heparin-sepharose oszlopon tisztitott frakcidk
komplexitasa lényegesen kisebb, mint a bakterialis sejt extraktumé, ezért gélsz(irés soran a heterolég

fehérjék méretiik alapjan azonosithatdak.

Az oszlop kalibraciéjat az SDS-PAGE Standard (Biorad) protein létra tagjainak nativ gélszlirésével
végeztlik. Meghataroztuk, hogy a protein létra egyes tagjai a felviteltél szamitott melyik térfogat
egységben tavoznak az oszloprdl. A frakcidk gy(ijtése viszont nem standardizalt médon tortént, ezért
eltérések figyelhetéek meg a mostani és a kés6bb bemutatasra keril6 gélszlrések frakcidinak
szamozdsaban. Ezért a 116kDa, a 66kDa és 45kDa méret(i fehérjéknek megfelels térfogat egységeket

minden abran jeldltem.

A méretkizarasos kromatografia soran tovabbra is két alkomplexet taldlunk (21. dbra). A Ver és a DTL
heterodimert formal, és ennek megfelel6en 45 kDa méretii fehérjének megfeleld frakcidban tdvozott
az oszloprdl. A HOAP és a HP1 esetén viszont bonyolultabb a helyzet, mert mindkét fehérje csonkolt

formaja is jelen van a tisztitds soran. A tomegspektometriai mérések alapjan a HOAP fehérjének a
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prolinban gazdag C-terminadlisa degradalodott, mig a fehérje globuldris HMG-like doménje stabil (40

kDa). Hasonlé degradaciét figyeltek meg Badugu és munkatarsai is [Badugu et al. 2003].
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(kDa)
72
SR —3-
12 - —AHOAP
- - e —HP1
26 - —Ver
5 N :LLAHP1
17 DTL/Moi
10 =

21. abra: A terminin fehérjék két alkomplexet alkotnak gélsz(irés soran.

A méretkizardsos kromatografia soran kapott frakcidkat poliakrilamid gélen futtattam és elemeztem. A
terminin fehérjék alacsony sékoncentracié (100 mM NaCl) mellett torténd Ujraegyesitése sordn nem alakul ki
holokomplex, a HP1-HOAP és a Ver-DTL alkomplexek kiilon-kiilon hagyjak el gélszlrés soran az oszlopot.

L: molekulatomeg marker (Iétra); Inp: alacsony sékoncentracion (100 mM NaCl) egyesitett heparin-sepharose
oszloprol szarmazé frakcidk; a szamok a gy(jtott frakcidkat jelolik.

A heparin-sepharose oszlopon vald tisztitds utan, a gélen vald festédés alapjan ugy tlint, hogy 1
HOAP molekuldhoz 2 HP1 tartozik, azonban a gélsz(irés soran ezt nem sikeriilt aldtamasztanunk. Még
a csonkolt fehérjékkel szdmolva is 90 kDa méretd lenne egy trimer molekula, azonban a HOAP és a
HP1 fehérjék altal alkotott komplexek 66 és 40 kDa kdzott mozognak (21-30 frakcidk). Ha a molekuldk
alakjatdl eltekintiink, ebbe a mérettartomanyba a HOAP-HP1 és a HP1-HP1 dimerek tartoznak. Ez
nem erd@siti meg Badugu és munkatarsai dltal leirt 1:2 HOAP-HP1 sztochiometriat, igaz 6k a HOAP
prolinban gazdag C-terminalisat tették felel6ssé a HP1-gyel torténd kolcsonhatasért, ami esetiinkben

nincs jelen.

Mivel a Ver és a DTL dimer egyértelm(i sztochiometridval rendelkezik, valamint a fehérjék és
kolcsdnhatdsuk is stabilnak bizonyult, az oldhatdsagi problémak ellenére is egyszer(bben
vizsgalhatdéak, mint a HOAP, HP1 és HipHop fehérjékbdl allé alkomplex. Ezért elkészitettem a csak a
Ver és a DTL fehérjét termel6 bicisztronos plazmidot. A két fehérje koexpresszidja kis mértékben
fokozta oldhatdsagukat (18. abra), ami elegendének bizonyult a heparin-sepharose oszlopon valé

tisztitdshoz (22. abra, A panel). A vartnak megfelel6en (21. abra), az alacsony sé koncentracional
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gy(jtott fehérjék a gélszlirés soran is heterodimert képeztek és 45 kDa korili mérettartomanynak

megfeleld frakcidkban hagytdk el az oszlopot (22. 4dbra, B panel).
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22. abra: A Ver és a DTL stabil heterodimert alkotnak.

A Ver-DTL heterodimer tisztitdsa a korabban leirtaknak megfelel6en tortént, el6szor heparin-sepharose
oszlopon, majd gélsz(iréssel, melyek soran gy(ijtott frakcidkat poliakrilamid gélen elemeztiik. (A) A Ver és a DTL
fehérjék egyitt tisztithatdak heparin-sepharose oszlopon (1-5. frakcidk) és (B) gélsz(irés soran stabil komplexet

alkotnak (21-27. frakcidk).

A frakciokat poliakrilamid gélen futtattam és elemeztem. L: molekulatémeg marker (létra); Inp: input, Af:

atfolyd; a szamok a gydjtott frakciokat jelolik.

4.5 A D. yakuba Ver és a D. melanogaster DTL hibrid komplexet formalnak

A Ver és a DTL gyors evoluciot mutatéd fehérjék, és mivel funkcidjuk az egész kromoszéma integritasat

érinti, ezért szereplik lehet a fajképzésben. A reprodukcids korlatként valé m(ikodéshez mar kozeli
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rokon fajokbdl szdrmazd fehérjék interakcidjanak hidnya is szlikségszerlien megzavarhatja a telomer
védelmében beto6ltott funkcidkat. Ennek vizsgalatara, a viszonylag kozeli rokon Drosophila yakuba
Ver kédolé régidjat felhaszndlva olyan bicisztronos plazmidot készitettem, mely a D. yakuba Ver
ortolégja mellett a D. melanogaster DTL fehérjét fejezi ki. A Ver ortolégok 83%-ban egyeznek, meg
mig a D. yakuba és D. melanogaster DTL 89%-ban hasonlitanak aminosav szekvencia szinten. A
fehérjék kolcsdnhatdsdanak hidnya megerGsitené hipotézisiinket, mely szerint a fehérjék evolucids

valtozasa csokkenti a hibridek életképességét.

A D. melanogaster Ver-DTL dimerrel megegyez6 mddon termeltettem a fehérjéket, és mert elegendd
oldhatd fehérje termel6dott, heparin-sepharose oszlopon tisztitottam. A D. yakuba Ver és a D.
melanogaster DTL azonos frakcidkban elualddtak, alacsony sdkoncentracié mellett (23. dbra, A
panel). A hibrid komplex létrejottét gélszliréssel is megerdsitettilk, mely soran 45 kDa kordl

azonositottuk a hibrid dimert (23. dbra, B panel).
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23. abra: A D. yakuba Ver stabil komplexet alkot a D. melanogaster DTL fehérjével
A D. yakuba Ver és D. melanogaster DTL heterodimer tisztitdsa a kordbban leirtaknak megfelelen tortént,
el&szor heparin-sepharose oszlopon, majd gélszliréssel, melyek soran gydjtott frakcidkat poliakrilamid gélen
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elemeztik. D. yakubdbdl szarmazd Ver fehérje szintén dimer komplexet képez DTL-lel, amely (A) heparin-
sepharose oszlopon (1-6. frakcidk) és (B) gélsz(irés esetén is stabil maradt (27-33. frakcidk).

A frakciokat poliakrilamid gélen futtattam és elemeztem. L: molekulatémeg marker (létra); Inp: input, Af:
atfolyo; a szamok a gy(ijtott frakcidkat jelolik

A D. yakuba Ver és D. melanogaster DTL kozti interakcio jelenlétét mas mdodszerrel is megerésitettiik;
haemagglutinin (HA) jelolt DTL fehérjével mindkét fajbdl szarmazd Ver proteint sikerdlt tisztitani
immunaffinitds kromatografidval (8. fliggelék). Egy tovabbi eljaras, a far-western blot technika - mely
Iényegében a western blot fehérje-fehérje interakcidk kimutatdsdra haszndlt varidcidéja - nem

bizonyult alkalmasnak a Ver-DTL kdlcsénhatasnak a vizsgalatara (9. fliggelék).

4.6 DNS-kotés vizsgalatok

A Ver-DTL dimer feltehetéen az egyes-szali DNS-kotésért felel, azonban a komplex DNS-ko6td
képességét részleteiben még nem vizsgaltdk. A D. melanogaster és a hibrid Ver-DTL heterodimerek
funkciéjanak 0©sszehasonlitasa Ujabb lehet6ség a terminin fajképzésben betoltétt szerepének
vizsgalatara. A hibrid komplex esetén tapasztalt esetleges funkcidvesztés ugyanis arra utalna, hogy a

terminin fehérjék gyors evollcids valtozasa szerepet jatszhat a fajok kozti izolacidban.

Ezért a heterodimerek egyes- és kett6s-szali DNS-koté képességét vizsgaltuk. Ehhez magneses
gyongyokre kotottem 80 nukleotid hosszi egyes-szalu, kett6s-szalu és 3’ tdlnydld végl
oligonukleotidokat és vizsgaltam, hogy melyik DNS féleséggel boritott gyongy képes tdbb
heterodimert megkotni. A Ver-DTL komplex a vartnak megfelel6en nagyobb affinitassal kot6dott az
egyes-szalu DNS-hez, mint a kett8s-szaluhoz (24. dbra). A hibrid komplexszel végzett kisérletek soran

hasonlé eredményt kapunk (24. abra).
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24. abra: DNS affinitas matrixhoz valé kot6désiik alapjan D. melanogaster Ver-DTL heterodimer és D.yakuba-
D.melanogaster hibrid dimer is koti az egyes és kettGs-szali DNS-t.

(A) Western blot, ami a magneses gyongyokrdl eludlddott DTL-t mutatja. Az egyes-szali DNS-sel boritott
gyongyokrdl szarmazé mintaknal kaptuk a legerdsebb jelet. (B) Harom kisérletbdl szarmazd western blotokat
pixel intenzitads alapjan kiértékelve lathatjuk, hogy a Ver-DTL heterodimer az egyes-szali DNS-t nagyobb
affinitassal koti. ss: egyes-szalu DNS, ds: kett&s-szald DNS, 3’: 3’ tulnyald végl DNS, 0: gyongyok DNS nélkal,
Inp: input. A hibasavok a szdrast abrazoljak 3 kisérlet eredményeibdl szamolva.

Az Ver-DTL DNS-kot6 képességét érzékenyebb technikdval, bioréteg interferencian (BLI) alapuld
mérésekkel is megvizsgdltuk. A moddszerhez fényvezet§ szenzorokat alkalmazunk, melyeket
Iényegében apré atlatszé milianyag oszlopok. Ha az oszlopba felllrél fényt vezetiink, akkor a fény egy
része az oszlop aljan visszaverddik és az oszlopon beliil visszajut a detektorba. Amennyiben a szenzor
végéhez (az oszlop aljara) barmilyen molekulat kotiink, a szenzor hossza megvaltozik, igy a
visszaver6d6 fény fazisa a két6d6 molekuldk méretével azonos mértékben eltolédik. Az eltéré
fazisban a detektorba érkez6 fotonok interferdlnak, mely lehetévé teszi a faziseltolédds mértékének
meghatdrozasat és igy a szenzor hosszvaltozdsanak mérését. Kisérletiink sordn DNS molekuldkat

kotlink a szenzor végének felszinére, melynek sikeressége esetén a kotott molekula méretével
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aranyos faziseltolodast érzékelliink (10-11. fuggelék). A DNS-sel boritott szenzorhoz ezt kovet6en

hozzaadjuk a Ver-DTL dimert, melynek két6dése Ujabb faziseltolédast okoz.

A leirt kisérleti elrendezésben fontos, hogy a Ver-DTL fehérje preparatum mas DNS-k6té molekulat
ne tartalmazzon. A Ver-DTL dimer tisztitasa ezért Flag-affinitds kromatografidval tortént, Ver fehérje
N-terminadlisdnak Flag jelolését kdvetben. A tisztitds sikeres volt, habar szennyezédésként jelentds
mennyiségl dajkafehérjét (Oleispira antarctica 60 kDa chaperonin) azonositottunk, mely fehérje az
Arctic Express sejtek alacsony h6mérsékleten valé novekedéséért felelGs (25. dbra). A dajkafehérjék

nem DNS-kot6 fehérjék, igy méréseinket nem befolyasoljak.
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25. abra: Flag immunaffinitas kromatografiaval megfelel6 tisztasagu Ver-DTL dimer nyerhetd BLI mérésekhez
(A) Poliakrilamid gélen lathatd, hogy Flag immunaffinitas kromatografia soran a Ver és a DTL fehérjék mellett a
60 kDa chaperonin is tisztult (E). (B) A dajkafehérjét tomegspektrometridval azonositottuk.

L: molekulatomeg marker (Iétra); E: eluatum

A bioréteg interferencia vizsgdlatok soran korabbi kisérletekben hasznalt biotinildlt egyes-szalu,
kett6s-szalu és 3’ tulnyuld végl DNS molekuldkat hasznaltam. A kontroll esetében a szenzor végére
nem kotottlink DNS-t. A DNS-fehérje kolcsonhatdsokat a sikeres szenzor el6készités utan vizsgdltuk

(10-11. fuggelékek). A korabbi kisérleteinkkel megegyez6 eredményeket kaptunk, mely szerint a Ver-

DTL dimer affinitasa az egyes-szali DNS-hez a legnagyobb (26. abra). A kot6dés utan a szenzorokat
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visszahelyeztik az alapvonal felvételére hasznalt pufferbe, igy a fehérjéink DNS-rél vald
disszociacidjat is megfigyelhettiik.
Alapvonal PBST pufferben Ver-DTL dimer kotése a DNS-hez Ver-DTL disszociacidja a DNS-rdl
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26. abra: A Ver-DTL dimer eltéré affinitassal koti az egyes-szalu, a kettGs-szall és a 3’ tulnyulo végli DNS-t.

A fehérjék interakcidja a szenzoron lévé DNS-sel a méréshez hasznalt fény fazisanak eltoléddsat eredményezi. A
DNS-hez kot&d6 fehérjék mennyiségével a faziseltolédas (nm) egyenesen aranyos. Tehat a legerdsebb kotGdést
az egyes-szalu DNS (sotét kék) esetében, mig a leggyengébbet a kettGs-szalu DNS (piros) esetében tapasztaljuk.
A DNS-t nem tartalmazo kontroll (zold) esetében a kotési [épésnél szintén latunk véltozast a jel erGsségében,
viszont mert a disszociacio |épésben a kontroll értéke stabil marad, ez feltehet6en nem specifikus kot6dést
jelent. (ssDNS: egyes-szalt DNS, dsDNS: kett&s-szalu DNS)

Hasonl6 kisérleti elrendezést haszndlva megvizsgaltuk a Ver-DTL dimer és az egyes-szalu DNS kozotti
kotés kinetikajat (27. dbra). Ehhez a kisérlethez hat szenzorra egyes-szalu DNS-t kotottiink, illetve egy
DNS nélkili kontroll szenzort hasznaltunk. Ver-DTL fehérjébdl higitasi sort készitettlink (2x, 4x, 8x,
16x, 32x) és a komplexet kiilonb6z6 koncentracidban tartalmazé oldatokban mértiik az egyes-szalu
DNS kotés mértékét. A felvett gorbék alapjan és a koncentracidk ismertében ki tudjuk szdmolni az
egyes-szalu DNS és Ver-DTL heterodimer interakcid disszociacios allanddjat. Amennyiben a fehérje
komplex egy DNS kotd felszinnel rendelkezik, a kapott eredmények klasszikus telitési gorbét
rajzolndnak ki, azaz a kezdeti emelkedést kovetéen a gérbe meredeksége nulldra csokkenne. Ezzel
szemben a kotédés a gorbék alapjan kétfazisu, egy gyors kotédési fazist egy lassabb kovet. Az 1x
minta esetén a gyorsabb kinetikdju felszin telit6désére utal a 0,1 nm-nél l[dthatd meredekség
csOkkenés (27. abra), azonban a helyett, hogy a gorbe meredeksége tovabb csékkenne, mig eléri a
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telitett allapotot (vizszintest), azt tapasztaljuk, hogy tovabbi molekuldk kotnek a DNS-hez és a gorbe

meredeksége nem valtozik Iényegesen. A lassabb kinetikaju kotés feltehetéen egy masik DNS koté

felszin jelenléte eredményezi.

Ver-DTL ssDNS kotés kinetikaja heterogén ligand modellre (2:1) illesztve
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27. abra: A Ver-DTL dimer egyes-szali DNS-hez valo kotési gorbéi, heterogén ligand (2:1) modelire illesztve.
A Ver-DTL dimer kotési gorbéi nem klasszikus telitédési gorbét mutatnak. Egy gyors kotési fazis utan egy
lassabbat figyelhetiink meg, ami arra utal, hogy a Ver-DTL dimer két DNS-kot6 felszinnel rendelkezik. (kék
gorbe: mért értékek, voros gorbe: illesztett gérbe)

A Ver-DTL heterodimer ez alapjan két DNS-kot6 domént is tartalmaz. A disszociacios allando
kiszamoldsahoz ezért a kett8s telitési gorbék esetén haszndlhatd matematikai képletet, a heterogén
ligand modellt alkalmaztuk. A gorbét leird egyenletiink jol illeszkedett az adatsorunkra (R?=0,9994)
mely alapjan a rendszer szoftverét felhaszndlva meg tudtuk allapitani mindkét felszinhez tartozé

disszociacios allandot. Az erGsebb kétédésért feltehetéen a Ver Ob-fold doménije felel (Ky = 1.29E-07

M), mig a gyengébbért a DTL DNS-k6t6 doménje (Kg = 1.57E-06 M). A DTL-rél leucinban gazdag
szekvencidja miatt kordbban is feltételezték, hogy DNS-koté fehérje [Komonyi et al. 2009].
Kisérleteink megerésitik ezt a feltételezést és adataink arra utalnak, hogy a DTL 6nmagaban (9.

fliggelék) és a Ver proteinnel alkotott dimerként is képes kotni a DNS-t.
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5. Diszkusszio

Dolgozatomban a Drosophila telomer fenntartdsdban résztvevé terminin komplex gyorsan
evolvaléddd fehérjéivel foglalkoztam, bioinformatikai, molekuldris bioldgiai és biokémiai
megkozelitéseket alkalmazva. Az a rendkiviil érdekes jelenség inspirdlta kutatdsomat, hogy az
egyébként konzervalt fehérjék funkciéjat Drosophildban gyorsan valtozé fehérjék vették at, ennek
ellenére a telomer mikddése mégsem sériilt. A fehérjék gyors evolucidjanak és interakcidiknak a

tanulmanyozasan kiviil, vizsgdltam a fehérjék fajképzésben betoltott lehetséges szerepét is.

5.1 A terminin fehérjék gyorsan valtozé doménjeiken at alakitanak ki kdlcsénhatasokat
A terminin fehérjék evoluciéjanak jobb megértése érdekében 12 annotalt és 9 még nem annotalt
Drosophila genomban végeztem kereséseket, és azonositottam a vizsgalt fehérjéket és homoldgjaikat
kdédold DNS szakaszokat. A szekvencidk elemzésébdl kideriilt, hogy a terminin fehérjék kozil a HP1
konzervalt, mig a DTL, a Ver, a HOAP, és a HipHop fehérjék valtozékonyak. Az irodalmi adatok és az in
silico eredményeink Osszevetése alapjan a fehérjék kozotti kdlcsonhatasok, azok gyorsan valtozd
doménjein keresztll valdsulnak meg. Ez a felismerés 6sszhangban all hipotézisiinkkel a fehérjék
fajképzésben betoltott szerepérdl, hiszen ha a fehérjék interakcids felszinei gyorsan valtoznak, akkor
az intenziv koevollciét feltételez a terminin tagok kozott, igy a koevollcid biztositja a funkcio
fennmaradasat. A gyors evolucié miatt ugyanakkor mar kozeli rokon fajok esetében is lehet olyan
jelent6s a terminin fehérjék interakcios felszinei kozotti eltérés, hogy nem képesek kdlcsénhatasba
lépni egymassal. Ez pedig hibridben veszélyezteti a terminin komplex mikddését, ami a DNS
hibajavitas aktivaldasdahoz, kromoszéma fuzidkhoz, a sejt pusztuldsdhoz és posztzigotikus izolacidhoz
vezethet. Azonban egy gyorsan valtozd domén is tartalmazhat konzervalt felszineket, és ha az
interakcié ezeken a felszineken wvalésul meg, akkor a fajképzésben betoltott szerep

megkérdéjelezheté.

Mivel a terminin fehérjék tobbségének nem ismerjik a térszerkezetét, in silico nem allt médunkban
kozvetlendl vizsgalni az interakcids felszineket. A gyors evolucidju fehérjék koziil egyediil a Verrochio
protein esetében tudtunk kozel megbizhatd térszerkezeti modellt 1étrehozni, melyhez Ver Ob-fold
fehérjékkel mutatott homoldgiajat haszndltuk [Raffa et al. 2010]. Predikcidink szerint a D. yakuba és
a D. grimshawi Ver fehérjéi, melyek aminosav szinten 86%-ban, illetve 51%-ban azonosak a D.
melanogaster Ver fehérjével, szintén felvehetik az Ob-fold struktdrat. A modell alapjan ugy
gondoljuk, hogy a fehérje N-terminalisan taldlhaté egy magi lokalizacids szignal. Megallapitottuk,
hogy a szekvencidban elszdrtan elhelyezked6 konzervalt aminosavak a térszerkezet fontos szerkezeti
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pozicidiban taldlhatdak. llyen mdédon, bar a Ver fehérje konzervaltsdga aminosav szinten alacsony, a
szerkezete mégsem valtozik |ényegesen. Koszonhetéen a konzervalt szerkezetnek, a DNS
kélcsdnhatdsban feltehet6en részt vevé konzervdlt aminosavak minden modell esetében hasonld
poziciot vettek fel. Ez alapjan dgy tlnik, hogy a funkcionalis szempontbdl fontos aminosavak mégsem
evolvalddnak gyorsan. Két tovabbi felszint is kijeloltiink a molekuldn, melyek a helyes térszerkezet
kialakulasa esetén hasonld konzervalt interakcids felszinként mikodhetnek, azonban annak kisérletes

bizonyitasa, hogy ezek valdban ilyen szerepet jatszanak, még nem tortént meg.

A Ver és a DTL fehérjék mind méretben, mind evollcidjuk sebességében és szamolt masodlagos
szerkezeti elemeik (alfa-hélixek és béta-red6k szama) alapjan is hasonlitanak egymasra, ezért a Ver
esetében tapasztaltak a DTL esetében is érvényesek lehetnek, azaz a konzervalt aminosavaknak a

fehérje szerkezetének kialakitdsaban lehet jelentds szerepe.

A HOAP és a HipHop fehérjékre ezek a megfigyeléseink csak korlatozott mértékben terjeszthetbek ki,
mert szerkezetiikben lényegesen eltérnek a Ver és a DTL fehérjékétdl. Ezek interakciés doménjeire
inkabb alfa hélixek jellemzéek, tovabba kiterjedt nem rendezett doméneket hordoznak, melyek akar

linker, akar interakcios funkciét is betdlthetnek (4-5. figgelékek).

5.2 Aterminin komplex két alkomplexbdl szervezédik

A terminin komplex kialakuldsanak és biokémiai jellemzésének megvaldsitdsdhoz a komplex fehérjéit
heteroldg expresszids rendszerben termeltettem. A Ver és DTL fehérjék tobbsége ,inclusion body”-ba
kerllt, mely nem oldhatdé nagyrészt abnormalis térszerkezetl fehérjék aggregdtuma. A kapott
eredmények 6sszeegyeztethetGek az in silico adatokbdl levont kdvetkeztetéseinkkel, miszerint a béta
red6ben gazdag Ver és DTL fehérjék helyes térszerkezetének kialakuldsa nehézkes lehet a
baktériumban. A HOAP és a HP1 fehérjék onmagukban termeltetve is oldhaté formdban
szintetizdlédnak, viszont a HipHop fehérje nagy mennyiségben torténd expresszidjat tobbszori

probalkozas utdn sem sikerilt megoldanunk.

A proteinek egyitt termelése novelte a fehérjék oldhatdsdgdat, ami valészintlileg a koztiik kialakuld
kolcsdnhatdsoknak kdszonhet6. A leglatvanyosabban a HOAP-HP1 koexpresszié novelte a fehérjék
oldhatdsagat 50%-rol kozel 100%-ra, tovabba a Ver és a DTL koexpresszidja esetén is nagyobb
aranyban oldhatd fehérjéket sikerilt elGallitanunk. Ezek az eredmények OsszeegyeztethetGek a
kordbban GST-pull down kapott adatokbdl [Gao et al. 2010, Raffa et al. 2009, Raffa et al. 2010], és
egy HipHop nélkil is 6sszeszerel6d6 komplex létezésére utalnak (16. abra). Végll, az oldhato

formaban elSallitott fehérjéket hasznalva lehet6ség adddott a terminin komplex in vitro vizsgdlatara.
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Azonban, a terminin komplexet alkotd Gsszes feltételezett fehérje egyiittes expresszidjdval sem
tudtuk kimutatni a mind a négy vizsgalt fehérjét tartalmazé holokomplex képz6dését. Helyette két

alkomplexet azonositottunk.

Annak, hogy a terminin holokomplex nem volt kimutathaté a kisérletinkben, tobb oka is lehet. A
komplex kialakuldsat elméletileg akadalyozhatta a heparin-sepharose oszloprdl torténd ellcidé soran
hasznalt ségradiens, azonban ez nem valdszinl, mert a frakciok alacsony sékoncentracion (100 mM
NaCl) térténé egyesitése utan sem tapasztaltuk a holokomplex kialakulasat. Amennyiben a komplex
mar a koexpresszid alatt sem jott |étre, az magyarazza, hogy az oldhatdsagi tesztek soran a HOAP és a
HP1 jelenléte miért nem volt hatdssal Ver oldhatdsagara. Szintén valdszin(tlen, bar nem kizarhatd,
hogy a HipHop fehérje nagyobb koncentracidban sziikséges a holokomplex |étrejottéhez. Egy masik,
valdszinlbb eshetlség az, hogy tovabbi interakcids partnerek hidnyoznak a komplex kialakuldsahoz.
2015-ben és 2016-ban irtak le, hogy a Pendolino (Peo), illetve Separase (Sse) fehérjék kdlcsonhatasba
Iépnek a terminin fehérjékkel, igy ezek akar a komplex részeiként is funkcionalhatnak [Cenci et al.
2015, Cipressa et al. 2016]. Ezen kiviil egyes adatok arra utalnak, hogy a Hmr és Lhr fehérjék is
kolcsOnhatdst mutatnak a terminin fehérjékkel, melyek ugyancsak szerepet jatszhatnak a
holokomplex kialakitdsaban [Thomae et al. 2013, Statyaki et al. 2014]. A genetikai kdlcsonhatdsok
alapjan a HOAP kozponti szerepet tolt be a terminin fehérjék komplexszé szervez6désében [Raffa et
al. 2011], ezért elképzelhetd, hogy a kisérleti rendszeriinkben megfigyelt C-terminalis degradacidja a
holokomplexet kialakitd interakcié megsz(inését eredményezte. Végil pedig a holokomplex
kialakuldsanak hidnya azzal is magyarazhatd, hogy a teljes komplexet Osszetartéd kolcsénhatasok
gyengék ahhoz, hogy a kisérleti rendszeriinkben kimutathassuk létezésiiket, és poszttranszlacids

madositasok hidnya is okozhatja a terminin holokomplex formalédasanak elmaradasat.

Erdemes kiemelni, hogy a két alkomplex szervez3dése 8sszhangban all a molekularis funkcidjukkal,
azaz, hogy az Gket alkotd fehérjék az egyes vagy a kett8s-szalu DNS-javité mechanizmus gatlasaban
vesznek-e részt. A kettGs-szalu hibajavitds gatlasaért felel6s HOAP, HP1 és HipHop alkotja az egyik
alkomplexet és az egyes-szalu hibajavitas gatlasdért felelés Ver és DTL a madsikat. A HOAP, HP1 és
HipHop alkomplex esetén nem sikerdlt egyértelm{ sztéchiometridat megallapitanunk, melynek oka
részben a HipHop alacsony koncentrdacidja és a masik két fehérje csonkolt formajanak a jelenléte. A
Ver és a DTL viszont egyértelm(ien heterodimert alkotnak, és erésen kotédnek az egyes-szali DNS-

hez.
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5.3 AVer-DTL heterodimer és a fajképzés

A Drosophila telomer fenntartdsdban részt vevé fehérjék evollcios valtozékonysaga
Osszeegyeztethetetlennek tlnik fontos funkcidjukkal. A fontos sejtfunkcidk fenntartdsat altaldban
erdsen konzervalt gének végzik, melyekben akar egyetlen mutacio is végzetes lehet a sejt szdmara.
Drosophildban viszont a kromoszdmak integritdsanak megérzéséért felel6s telomer fehérjék gyors
evoluciét mutatnak. Ennek az ellentmonddsnak tobbféle felolddsa is lehetséges. Egyrészt
elképzelhetd, hogy a fehérjéknek a szerkezete és az interakcids felszinei konzervaltak és igy képesek
megbizhatdan ellatni a funkcidjukat. Egy masik lehet6ség az, hogy a fehérjék koevolvalédnak. Ebben
az esetben a gyors evolucio egyszerre kell, hogy megvaltoztassa a fehérjék interakcids felszineit. Ha a
valtozasok gyorsak, akkor mar kozeli rokon fajokbdl szarmazo fehérjék felszinei is kiilonbozhetnek
annyira, hogy ne alakuljon ki kdzéttiik kolcsonhatds és a telomer funkcidja sériiljon. igy ezek a

proteinek a kromoszédmak védelmén kivil hozzajarulhatnak a fajok kozti izolacidhoz.

A terminin fehérjék kozotti interakcid hidnyat kutatva létrehoztam egy olyan bicisztronos expresszids
vektort, mely kifejezte a D. melanogaster DTL és a D. yakuba Ver fehérjéket. Az expresszalt fehérjék
stabil kolcsonhatast mutattak annak ellenére, hogy a Ver 17%-ban, mig a DTL 11%-ban tér el a D.
yakuba ortoldgjatdl. Figyelembe véve, hogy a D. yakuba Ver és a D. melanogaster DTL hibrid
komplexet alkotnak, feltételezhetjik, hogy a koztik 1évé interakcié konzervalt felszinen keresztil
valosul meg. A hidroféb aminosavak egy fehérje felszinén gyakran interakcids felszinek részeit
képezik, de el6fordulhat az is, hogy a modell hibajabdl fakaddan kerilt rossz helyre az adott
aminosav. Ha megbizhaténak itéljik modelliinket és hidroféb, ugyanakkor konzervalt aminosavakat
kereslink, potencialis interakcios felszineket azonosithatunk. A Ver esetében ez hdarom poziciét jelent

(28. abra).

Az elsé konzervalt és hidroféb aminosav a magi lokalizaciés szignalon figyelheté meg (28. dbra, fekete
korok), ami feltehetéen az importin fehérjék kotéséhez sziikséges. A masodik régié a rosszul
prediktalhato, valtozékony hélixeknél lathatd (28. abra, sarga korok), mely esetben tobb hidroféb
aminosav is lathaté a felszinen. A harmadik régié alkotja a legnagyobb konzervalt felszint a molekuldn
(28. abra, A-B panelek, szaggatott kérvonal). Ezt a teriletet az Ob-fold és az azt stabilizalé alfa hélix
kozos felszine hatdrozza meg, igy ennek a felszinnek a kialakuldasa tébb tdvoli aminosav megfeleld
poziciondlasan mulik. Figyelembe véve, hogy Ver helyes térszerkezetét mar a baktériumban vald
termeltetés soran sem vette fel, feltételezhetjik, hogy dajkafehérjék hidnyaban alig alakul ki a
megfelel§ térszerkezetli aktiv protein. Ez megmagyardznd azt a jelenséget, hogy az egyéb
mddszerekkel kimutatott stabil Ver és DTL dimer miért nem vizsgalhatd a fehérjék denaturacidjaval

jaro far-western blot kisérletek segitségével (9. fliggelék). Ezeket a megfigyeléseket 6sszegezve azt
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feltételezzlk, hogy a Ver-DTL interakcié az Stnl-tenl modellen tapasztaltakhoz hasonld, azaz a DTL
fehérje az Ob-fold és az azt stabilizald hélix altal alkotott felszinen lép kolcsOnhatdsba a Ver
proteinnel. Ez esetben tehat a fehérjék kozti kolcsonhatds inkdbb kdszonheté a konzervalt

szerkezetnek és egy konzervalt interakcios felszinnek, mint az interakcios felszinek koevoluciéjanak.

A) B)

. Konzervalt

Variabilis

- Hidroféb
i Hidrofil

O Konzervalt hidroféb régié

s, Legnagyobb

~="  konzervalt fellilet

‘ DNS-kot6 arok

28. abra: Lehetséges fehérje-fehérje interakcids felszinek a Ver fehérjén

A felszinek 6sszehasonlitdsa hidrofobicitas (A, C) és konzervaltsag (B, D) szempontjabdl tortént. Az ,A” és ,,B” a
molekula eldlnézeti képe, mig ,,C’ és ,D” hatulnézetben mutatja a Ver térkitolté modelljét. A kék-piros
szindtmenet megfeleltethet6 a fehérje hidrofobicitasanak, a cian-lila szindtmenet az adott aminosav
konzervaltsagi értékeivel aranyos. A konzervalt hidroféb felszineket korok jelzik. A feltételezett DNS koté
felszint nyilhegyek mutatjak.

Hasonld jelenséget lathatunk a Ver feltételezett DNS-kot6 arkandl, ahol a konzervalt interakcids

felszint kialakité aminosavak abban az esetben poziciondlédnak megfeleléen, ha a helyes
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térszerkezet kialakult. Ennek értelmében a hibrid Ver-DTL dimer DNS-kotd funkcidja sem séril, amit

kisérleteinkkel is alatdmasztottunk.

A terminin fehérjék fajok keletkezésében jatszott szerepének vizsgdlatara kilonb6z6 fajokbdl
szarmazo terminin fehérjék kozotti kdlcsonhatas valtozdsat kerestiik. Azt tapasztaltuk, hogy a D.
melanogaster DTL kolcsonhatott a D. yakuba fajbdl szarmazd Ver fehérjével, ami arra utal, hogy a
gyors evollcid nincs hatassal a fehérjék kozti interakcidra, igy nem jarul hozzd a fajok kozti
izolacidhoz. Ez nem jelenti azt, hogy hipotézisiinket, mely szerint a terminin fehérjék részt vesznek a
fajképzésben, szikségszerlien el kell vetnlink. Az interakcid megszlinése aldtdmasztana a
fajképzésben betoltott szerepet, de annak megmaradasa sem zdrja ki ennek lehetGségét.
Elképzelhet6, hogy a kdlcsonhatas megmarad, am a magasabb szinten szervez6dé komplex funkcidja
séril. S6t a Hmr és az Lhr speciacios gének példajabdl tudjuk, hogy bizonyos esetekben a gyorsan
evolvalddo fehérjék kdlcsonhatasa sziikséges a speciacids korlatként valé mikddésiikhéz [Thomae et
al. 2013, Fukagawa 2013]. A Hmr és Lhr fehérjék kolcsonhatnak egymadssal és centromer
kialakuldsdhoz mind a két fehérje sziikséges. D. melanogaster és D. simulans hibridben a fehérjék
feltehet6en magas expresszids szintet mutatnak, melynek kévetkezménye, hogy a Hmr és az Lhr
fehérjék a centromereken kiviili heterokromatikus régidkban is megjelennek. Ez oda vezet, hogy tobb

centromer is kialakul a kromoszédmadn, ami meggatolja a sikeres sejtosztddast.

5.4 AVer-DTL dimer szerepe a DNS hibajavitas gatlasaban

Az eml6s TPP1-Potl fehérjék az emlds telomeren az egyes-szalU DNS-torések hibajavitasnak
gatlasaért felelnek. A Potl a Ver-hez hasonléan Ob-fold fehérje, mig TPP1 adapter szerepet tolt be a
Potl és a telomer védelmét szolgdld egyéb fehérjék kozott. Raffa és munkatdrsai tobbszor is
hivatkoznak nem publikalt kisérleteikre, melyek alapjan a Ver az egyes-szalu DNS-kotésért felel6s Ob-
fold fehérje [Raffa et al. 2010, 2011]. A Ver-DTL komplex ezért hasonléan mikodhet a TPP1-Potl
fehérjékhez, viszont esetiinkben a DTL nem csupdn adapter funkciéval rendelkezik, hanem DNS-ko6t6
aktivitassal is. Ez az aktivitds 6nmagdban azonban nem lehet elegendd a telomer védelméhez, hiszen

akar a Ver, akar a DTL fehérje hianya kromoszédma fuziét okoz [Raffa et al. 2011].

Komonyi és munkatdrsai genetikai kélcsonhatdsokat vizsgaltak a DTL és a DNS-javité mechanizmusok
génjei kozott, és megadllapitottdk, hogy a DTL nem az ATM, hanem az ATR hibajavitd Utvonalon
keresztll fejti ki hatdsat [Komonyi et al. 2009]. Az ATM (tefu/atm) mutansokkal ellentétben, az ATR
(mei41/atr) mutansok nem eredményeznek kromoszéma fuzidkat Drosophildban [Oikemus et al.
2006]. Ezért feltételezhetjiik, hogy a terminin komplex kialakuldsdban az ATR fehérjének nincs
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szerepe, viszont a terminin kialakuldsa gatolja az ATR Utvonal telomeren térténé aktivalodasat. Ezt
tamasztja ala, hogy a DTL mutansokban a kromoszéma fuzidk gyakoriak, mig a DTL és ATR (mei-
41/atr) kettds mutansokban a kromoszéma fuzidk szama csokkent [Komonyi et al. 2009].
Eredményeink szerint a DTL és a Ver heterodimerként funkcional és molekularis szerepe az egyes-
szali DNS kotése. Ez magyarazza, hogy a dtl-atr kett6s mutdnsok miért mutatnak kevesebb
kromoszéma fuziét, amit a kordbbi adatok alapjan még nem lehetett értelmezni. Az eredmények

alapjan ezt a jelenséget egyszer(ien megmagyarazhatjuk (29. abra).

ATM utvonal ATR utvonal

1N

Sejtciklus ledlldasa  DNS hibajavitdas ~ Apoptozis

29. abra: A DTL-Ver dimer gatolja az ATR szignalizacids tGtvonalakat
Ver vagy DTL hianyaban a telomer DNS 3’ tulnyulé vége szabadda valik és RPA fehérjék kot6dnek hozza, melyek
elinditjak az ATR szignalizaciot.

Modelliinkben a DTL-Ver heterodimer a kromoszémak végén taldlhatd egyes-szali DNS-t kotik,
lokalizacidjukat a HOAP fehérje segiti [Raffa et al. 2011]. Akar a DTL, akar a Ver fehérjét kodold gén

mutacidja esetén, a kromoszdma végeken taldlhatd egyes-szalu DNS szabadda valik és az altaldnosan
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egyes-szalu DNS-t kotd RPA fehérjék halmozédnak fel rajta [Fanning et al. 2006]. Ezt kvet6en az RPA
fehérjék ATRIP és ATR fehérjéket toboroznak a kromoszéma végekhez, aminek eredményeként az
ATR DNS hibajavitdé utvonal aktivalédik [Zou és Elledge 2003]. Az atr mutacidja esetén viszont az
utvonal aktivalddasa elmarad, ez pedig megmagyarazza, hogy miért latunk kevesebb kromoszéma

fazidt a dtl-atr kett6s mutansokban [Komonyi et al. 2009].

5.5 Gyors evoluciéju fehérjék a fajképzésen tul

Kutatdsom a terminin komplex alaposabb megismerésén tul a gyorsan valtozoé fehérjék evolicidjanak
megértéséhez is hozzajarulhat. Egy 2009-ben megjelent tanulmdany szerint a gének evollcids
sebessége és a gén kora egyértelm( Osszefliggést mutatnak; a fiatal gének gyorsan, mig az idésebb
gének lassabban evolvalddnak [Wolf et al. 2009]. Mivel ez az 0sszefliggés egyetemesnek bizonyult,
arra kovetkeztethetiink, hogy a mai konzervalt gének a kialakuldsukkor még gyors evollcidval
rendelkeztek. A mai gyors evollciét mutatd gének tehat e tekintetben hasonlithatnak az élet
hajnaldn kialakultakhoz. A Ver fehérje igy egy telomer szerepére nemrég evolvalddott DNS koté
fehérje, melyben csak a térszerkezetet kialakito, illetve a DNS-kotésben részt vevé aminosavak
konzervalddasara van szikség, hogy a DNS-koté funkcidjat elldssa. Mivel a tobbi aminosavra
lényegesen kisebb szelekciés nyomas nehezedik, a fehérje felszine gyorsan valtozhat. A valtozé
felszin pedig evollcids lehet6séget hordoz magaban, hogy Uj interakcids felszinné formalddjon.
Amennyiben ez megtorténik és az Ujonnan kialakult interakciéd el6nyosebb, akkor a felszin
konzervalddhat. Ehhez elsé |épésben csak a megfelel§ térszerkezetet kialakitd, és az interakcidban
részt vevé aminosavak konzervacidja szlikséges, majd az optimalis szerkezet |étrejottével az evolicid
Uteme lassul. Ennek megfelel6en a fiatal gének kevés funkcidval gyorsan evolvalédnak, mig az
id6sebb génekrél képz6dd fehérjék felszinei egyre konzervaltabbak, hogy megérizzék a fontos

kolcsdnhatdsokat és elkeriiljék az el6nyteleneket.

Beldttuk, hogy a terminin fehérjék evollcids sebessége nagymértékben hasonlit mas, a fajképzésben
kozrem(kodd fehérjékére, azonban nem talaltunk egyértelm bizonyitékot ennek alatdmasztasahoz.
A feltételezett fajképzésben jatszott szerep mas ezzel kapcsolatba hozott fehérjéknél is
megkérddjelezhetd. igy példdul a D. melanogaster Hmr fehérjék hibrid letalitast okoznak, mig a D.
simulans Hmr fehérjék nem [Barbash et al. 2004]. Eredményeink alapjan ugyanez a terminin komplex
fehérjéi esetében is feltételezhet6. Nem zdrhatd ki, hogy mas fajok és mas terminin fehérjék
bevonasaval talan megtaldlnank a hipotézisiinket tdmogatd fehérjekombindaciét, azonban ehhez Uj

metodikat kell kidolgozni, mivel az altalam alkalmazott alacsony atereszté képességli médszer nem
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lenne célszer( ilyen jellegl vizsgdlatokhoz. Megfelel6 metodika lenne példaul az éleszté két-hibrid
rendszer alkalmazdsa, mert nem igényli a fehérjék tisztitasat a kdlcsonhatds kimutatasahoz, vagy in
vitro transzlacioval el6allitott fehérjék vizsgalata, mely szintén jelentdsen gyorsitand az interakcidk
vizsgalatat. A keresést megkonnyitené tovabba a fehérjék térszerkezetének ismerete, ahogyan a Ver

térszerkezeti modellje is segitséget adott a dolgozatomban bemutatott eredmények értékelésében.

A kutatasunk sordn szamos kérdéslinkre valaszt kaptunk. Megdllapitottuk, hogy a terminin fehérjék
interakciés doménjei magas mutdacidés rataval fejlédnek. Sikerilt kimutatni, hogy a terminin
holokomplex két alkomplexbél szervezédik. Vizsgaltuk a Ver-DTL alegység DNS koté képességét és
megallapitottuk, hogy az egyes-szali DNS-hez mutat nagyobb affinitast. Sikeresen létrehoztunk egy
m(ikéd6képes hibrid Ver-DTL dimert, és Ver fehérje térszerkezeti modelljét, melyek alapjan azt
feltételezzlik, hogy a Ver-DTL interakcié konzervalt felszineken valdsul meg. A valaszok sok esetben
Ujabb kérdésekhez és hipotézisek megfogalmazasahoz vezettek. llyen hipotézis példaul az DTL-Ver
komplex szerepérdl alkotott hipotézisiink az ATR Utvonal gatlasaban, vagy egyéb elképzeléseink az
evolucidsan fiatal fehérjék alacsony konzervaltsdgdnak magyardzatdra. A terminin fehérjék esetleges
szerepe a fajképzésben eredményeim ellenére tovabbra sem kizdrhatd, de annak igazoldsa tovabbi

kisérleteket igényel.
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8. Osszefoglald

Eukaridotdkban a linearis kromoszémak végei egy specialis kromatin szerkezetbe szervezédnek,
melyet telomernek neveziink. A telomer meggdtolja a kilonb6z6 kromoszémidk fuzidjat és
megakaddalyozza a kromoszéma végek degradacidjat, meglrizve a genom integritdsat. Ezekben a
folyamatokban kulcsfontossagl szerepet jatszik a telomer végét sapkaszerlien boritd telomer
capping komplex. Eml6sckben shelterinnek nevezziik ezt a komplexet, melynek tagjai nagyfoku
konzervaltsagot mutatnak. A telomer bioldgiaban érdekes kivételt képez a Drosophila nemzetség,
mert ezekben a fajokban a telomer fenntartdsdanak mechanizmusa és a capping komplex Osszetétele
is jelentdsen kilénbozik a kanonikustdl. A Drosophila capping komplexet termininnek nevezziik. A
terminin komplexet alkoté fehérjéknek nem ismertek homoldgjai a Drosophildk rokonsagi korén
kivil. Egyik legérdekesebb tulajdonsaguk az, hogy gyors evoluciét mutatnak. A jelentds szekvencia
kiilonbségek ellenére ezek a fehérjék ugyanazt a funkciot |atjdk el, és sok esetben ugyanazokkal a

fehérjékkel hatnak kdlcson, mint mas fajokban a kanonikus komplex tagjai.

A gyors evollcié és a létfontossagu funkcid, melynek a Drosophila telomer capping komplexnek meg
kell felelnie, ellentmonddsosnak tlnik. A sejtm(ikddés sordn a fontos funkcidkhoz altaldban
konzervalt fehérjék latjdk el, mert a legtobb valtozds a fehérje mikodésképtelenné valdsat
eredményezheti. Mégis el6fordul, hogy egy-egy fontos funkciét gyorsan evolvaléodd protein Iat el.
Ilyen példaul egérben a PRDM9, mely a crossover kezdépontok kijelolését végzi, vagy Drosophildban
a Hmr és Lhr fehérjék, melyek a centromer kialakitdsaban vesznek részt. Az evollcids elmélet
magyarazni képes, hogy egy él6lény miért hasznalhat mégis gyors evoluciéju fehérjét ilyen fontos
molekuldris szerepek betoltésére. Ugy tartjak, hogy a gyorsan valtozd, ugyanakkor esszencidlis
funkciéval rendelkez6 PRDM9 és a Hmr és Lhr fehérjéknek van egy fontos evollcids szereplik,
mégpedig az, hogy felgyorsitjak a speciacios folyamatokat azaltal, hogy meggatoljak a hibrid utédok

|étrejottét.

Jelenleg nem bizonyitott, hogy a Drosophila capping komplexnek van-e szerepe a hibrid sterilitasban,
és ezzel a kromoszéma szintl reprodukcids izolaciés mechanizmus része-e. Természetesen a gyors
evolucié és konzervalt funkcid kett6sségének felolddsara mdas magyardzatokat is taldlhatunk, mint a
fajképzésben betoltott szerep. Elképzelhet6 példaul, hogy a fehérjék mikddéséhez és a
térszerkezetik fenntartasahoz nem igénylik a teljes polipeptidlanc konzervalédasat. Féként genetikai
kisérletek alapjan feltételezziik, hogy a Drosophila capping komplex 6t fehérjébdl all, a Verrocchio, a

DTL, a HOAP, a HipHop és a HP1 fehérjékbdl. A termininnek a HP1 az egyetlen konzervalt tagja,
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melynek funkcidja nem korlatozdédik a telomerre, mig a tobbi fehérje gyors evollciot mutat és csak a

telomeren talalhaté meg.

Amennyiben két kozel rokon fajbdél szarmazo fehérje nem alkot komplexet, vagy a komplex funkcidja
séril, akkor ezeknek a fehérjéknek szerepiik lehet a fajképzésben. In vitro moddszerekkel
lehetdségiink van a fehérjék kozti interakcidnak és a DNS-kotésnek a vizsgalatara, azonban a terminin

holokomplex 0sszedllitadsara és vizsgalatara eddig még nem torténtek ilyen jelleg(i kisérletek.

Munkdm sordn az el6szor bioinformatikai mddszerekkel részletesen megvizsgaltam a Drosophila
terminin fehérjék evolucids sebességét. A szamitdsokba 21 fajt bevonva megallapitottam, hogy a
komplex tagjainak interakcids doménjei is felgyorsult evoluciét mutatnak. Ez azt jelenti, hogy a
fehérjék kozti interakciok nem konzervalt doméneken keresztiil valdsulnak meg, mely alapjan
elképzelhetd, hogy a kozel rokon fajokbdl szarmazé komplex tagok mar nem képesek interakciéra. A
fehérjék homoldgia alapu molekula modellezéssel is probdlkoztam, azonban csak a Ver esetében
sikerlilt kozel megbizhatéd modellt elGallitanom. Ezt kévetGen a Ver térszerkezetet és az aminosav
konzervaltsagi értékeket egyiitt vizsgalva prediktaltam, a DNS-kotésben, a magi lokalizacidban és a

szerkezet kialakitadsaban feltehet6en fontos aminosavakat.

Immunprecipitaciés adatok szerint, a Ver interakcidba Iép a DTL-lel és a HOAP-pal, a DTL interakcidba
Iép a Ver, a HOAP és a HP1 proteinekkel, mig a HipHop kolcson hat a HP1-gyel és a HOAP-pal, de nem
lép kolcsOnhatdsba a Ver vagy a DTL fehérjékkel. A komplex tovabbi szervezd6désérdl,
sztochiometridjardl nincs informacionk. Annak érdekében, hogy az ot fehérjébdl alld komplexet
izolaljuk, bakteridlis rendszerben termeltettiik a Drosophila melanogaster fehérjéket. Sikeresen
elGallitottam a HP1, a HOAP, a Ver és a DTL proteineket, a HipHop expresszids szintje azonban
tobbféle expresszids plazmidot és indukcids korilményt kiprébalva is alacsony maradt. Mivel az
interakciés adatok arra utalnak, hogy a HipHop nélkiil is kialakulhat egy stabil komplex, a

kés6ébbiekben csak a sikerrel expresszalt négy fehérjét vizsgaltuk.

A Ver és a DTL fehérjék magas expresszids szintet mutattak ugyan, azonban oldhatatlan formaban,
»inclusion body”-ban keletkeztek a baktériumban. A terminin fehérjék oldhatdsagan sokat javitott az
egylttes termelésiik, ami lehetévé tette tisztitasukat is. A négy fehérjét tartalmazé komplex
tisztitdsanak elsd |épéseként a fehérjéket a DNS-kot6 fehérjék izoldldsara gyakran alkalmazott
heparin-sepharose oszlopra kotottem. Az oszloprdl térténd elicid sordn a terminin fehérjék tébb
alkomplex formajaban jelentek meg a frakcidkban. A Ver és DTL fehérjék alacsony sékoncentracio
mellett, mig a HOAP, a HP1 (és a HipHop) fehérjék magas sékoncentracido mellett tavoztak az

oszloprol. A négy fehérje kozos ellcidjat az elvdlasztds sordn alkalmazott sdkoncentracid
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valtoztatasaval sem lehetett elérni, helyette két alkomplexet azonositottunk. A Ver és a DTL
egyértelmlen egy stabil heterodimert alkotott, mig a HOAP és a HP1 egy nehezebben
meghatarozhatd sztéchiometridji masik komplexbe szervez6dott. Ez az elkilonilé két komplex
Osszeegyeztethetd az irodalombdl ismert funkcionalis elkiiloniiléssel, miszerint a Ver és a DTL az
egyes-szalu DNS hibajavitdsi mechanizmusok gatlasaban vesznek részt, mig a HOAP, a HP1 és a

HipHop a kettds-szalu DNS hibajavitds gatlasaban.

A tovabbi vizsgdlatokhoz a Ver-DTL heterodimert valasztottuk és a két fehérje kifejez6dését
egyszerre biztositd plazmidot hoztunk létre. A fajképzésben betoltott szerep vizsgdlatara készitettlink
egy olyan plazmid konstrukciét is, amely egy kozeli rokonbdl, a Drosophila yakuba fajbdl szarmazo
Ver ortoldg és D. melanogaster DTL kddold régidjat tartalmazza. Az expressziot kovetéen heparin-
sepharose oszlopon tisztitottuk mind a kétféle plazmidrdl expresszalt fehérjéket. A szdmunkra
érdekes proteineket tartalmazd frakciokat immunaffinitds kromatografidaval és méretkizardsos
kromatografiaval is tovabb vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a D. yakuba Ver és a D. melanogaster
DTL fehérjék a koztiik 1évé szekvencia kilonbségek ellenére - a D. melanogaster Ver-DTL dimerhez
hasonldan - stabil komplexet alkotnak. A Ver-DTL dimerek DNS-k&6t6 képességét is megvizsgaltuk.
Ehhez magneses gyongyokre egyes-szalu, kettds-szali és 3’ tulnyuld végl oligonukleotidokat
kotottiink és megallapitottuk, hogy a kiilonb6zé DNS konformacidk mennyi fehérje megkotésére
alkalmasak. A kisérlet eredményei alapjan mind a D. melanogaster, mind a hibrid heterodimer
nagyobb affinitassal kototte az egyes-szall DNS-t, mint a kettds-szalut. Ezt az eredményt bioréteg

interferencia mérésekkel is megerésitettiik.

A Ver térszerkezeti modellje alapjan feltételezhetjlik, hogy a Ver-DTL interakcié a Ver részérdl egy
konzervalt felszinen valdsulhat meg, ami azt jelenti, hogy a gyors evollcié nem az interakcidkban
részt vevé aminosavakat érinti. Ezért a Ver és a DTL esetében valdszin(itlen, hogy a fehérjék gyors
valtozdsa hozzajaruljon a fajképzéshez az alkomplex funkciévesztése miatt. Mas moddon
természetesen a fehérjék még mikodhetnek fajképzési korlatként, példdul hasonléan a Hmr és Lhr

proteinekhez, amik kozott [étrejovd interakcid ehhez a funkcidhoz elengedhetetlen.

Munkdammal hozzajarultam a Drosophila telomer capping komplex esszencidlis funkcidja és a gyors
evolucidja kozott 1atszéd ellentmondas feloldasahoz. Habar a terminin fehérjék fajképzésben betoltott
szerepére nem taladltam egyértelmd bizonyitékot, biokémiai megkozelitéssel Uj adatokat nyertem a
telomer capping komplexrél. A Ver, illetve a Ver-DTL alkomplex vizsgdlatdval bemutattam, hogy

hogyan lehetséges egy konzervalt funkcid elvégzése gyorsan evolvalodo fehérjék segitségével.
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9. Summary

The most important molecular functions of a cell are usually performed by highly conserved proteins.
Any mutation in these essential sequences could compromise the survival of the organism. However,
in some cases the cells are seemingly tempting fate; they fulfil important functions by fast evolving
proteins. In order to resolve this contradiction, we assume that these proteins may have an

additional function, they contribute to species formation as post-zygotic barriers.

The hypothetical terminin complex is a fast evolving protein complex in Drosophila, which is
responsible for the protection of the chromosomes termini, the telomeres. In eukaryotic cells
telomeres prevent the chromosome ends from being detected as DNA double stranded breaks and
also prevent chromosome shortening. In most organisms, this protective function is performed by
the highly conserved shelterin protein complex. However, in Drosophila there are no homologues of
shelterin proteins, instead a similar, still uncharacterized complex the terminin fulfil this role in
chromosome end maintenance. Intriguingly, the members of terminin complex are fast evolving
proteins. Their evolutionary speed and important cellular function make these proteins good

candidates for having a role in post-zygotic isolation.

Terminin is believed to consist of HOAP, HipHop, Ver and DTL/Moi protein subunits. HP1 is generally
regarded as the fifth subunit of the putative complex, though it is not strictly terminin-specific. While
other terminin proteins localize only at chromosome ends, HP1 has a general role in maintaining
chromosome structure. Furthermore HP1 is evolutionary highly conserved, while other terminin
proteins manifest an accelerated rate of evolution. Deletion of the HP1 gene or any other terminin

protein results in telomere fusions.

Physical interactions between terminin proteins have been demonstrated in vitro. According to these
findings Ver interacts with DTL and HOAP, DTL interacts with Ver, HOAP and HP1. HipHop interacts
with HP1 and HOAP, but it does not interact with Ver or DTL.

The available data about terminin proteins strongly suggest the existence of a shelterin like telomere
capping complex in Drosophila; however, the existence of terminin is not experimentally proven, and

no biochemical studies have been performed to investigate its assembly and action in detail.

As the first steps to characterize the terminin complex, we examined the rate of evolution of the
whole proteins and their interacting domains. We collected and analysed the homologues sequences

of the terminin genes from 21 Drosophila species. We found that the proteins and their interacting
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domains have accelerated evolution, which supports a possible role in speciation. Next, we created
homology-based structure models. However, among the fast evolving terminin proteins only Ver
resulted a reliable model. We evaluated this Ver model by the comparison of the structure and
amino acid conservation rates. We have predicted the conserved amino acids that have a role in
structure formation and nuclear localization. We also found further conserved surfaces that may
contribute to DNA binding or may have a role in protein-protein interaction, although the roles of

these surfaces are obscure.

In order to test how the fast evolving domains could maintain stable interactions we constructed
multiple bacterial expression plasmids and produced the proteins of interest in bacteria. Ver, DTL,
HOAP and HP1 was expressed in high levels, but HipHop expression was consistently low, and despite
various attempts, which included alterations in construct design, conditions of induction and choices
of host cells and trials of co-expression with other terminin proteins, we could not achieve notable
expression. However, interaction data of terminin proteins suggest that a terminin complex may
form without HipHop. The insolubility of Ver and DTL proteins during protein expression also delayed
our attempt to reconstitute of the terminin complex. However, when we co-expressed these proteins

with each other, their solubility increased suggesting that they are interacting partners.

We subjected the lysate of cells that co-expressed four heterologous proteins (HOAP, HP1, Ver and
DTL/Moi) in soluble form to chromatography on heparin-sepharose column. We found that Ver
together with DTL/Moi, and similarly HOAP together with HP1 eluted in different fractions, but no
holo-complex was formed. The increasing salt concentration that we applied during the elution of
our proteins, might disrupt terminin holo-complex, therefore we subjected peak fractions from the
heparin-sepharose matrix to gel filtration column at low salt concentration. The gel filtration also
revealed the existence of two terminin sub-complexes, the Ver-DTL and the HOAP-HP1 (and HipHop)
sub-complexes. Our findings are in accordance with the literature since Ver and DTL are responsible
for the inhibition of single stranded, while HOAP, HP1 and HipHop are responsible for inhibition of

the double stranded break repairs.

We chose the Ver-DTL heterodimer for further studies, and we reconstituted Drosophila
melanogaster Ver-DTL sub-complex by co-expressing them in bacteria. We successfully purified the
sub-complex as described earlier. We also examined the DNA binding dynamics of the sub-complex,
and we found that it binds single stranded DNA with a higher affinity than double stranded DNA. We
also revealed that the Ver-DTL sub-complex has two DNA binding surfaces. Based on these results we

suggest that both Ver and DTL have DNA binding activity.
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In order to investigate the role of Ver and DTL in speciation, we also created hybrid Ver-DTL sub-
complex by the replacement of Ver with its orthologue from the closely related Drosophila yakuba.
Both by gel filtration and immune affinity chromatography we found that Ver from D. yakuba and
DTL from D. melanogaster could form a stable hybrid complex, despite the differences in their
sequences. We examined the DNA binding properties of the hybrid sub-complex as well, and we got
similar results as the D. melanogaster sub-complex. It binds single stranded DNA with higher affinity

than double stranded DNA, and no loss of function was detected.

The formation of the hybrid complex suggests that the interaction between Ver and DTL may form on
conserved surfaces. In this case, the accelerated evolution of amino acids does not affect the
function of the protein, therefore it is unlikely that Ver and DTL have a role in species separation.

However, our finding does not completely disprove this hypothesis.

Although our hypothesis about the terminin role in species formation remains unproven, we have
successfully isolated two terminin sub-complexes. We have further studied the Ver-DTL heterodimer
and its molecular function. This sub-complex also gave an opportunity to examine and solve the
contradiction between the fast evolution and the important function of terminin proteins. We
suppose that for the interactions between fast evolving proteins only a few amino acids are needed
to be conserved, such as the amino acids that contribute to structure formation and the amino acids
that form the interacting surfaces, while all the other parts of the molecule could change freely. In

this case, fast evolution is not compromising the molecular function of the protein.
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10. Fuggelékek

HipHop

HipHop dupl

HipHop dupl

HipHop dupl

Drosophila ananassae

GF10272

Drosophila biarmipes

gi|358392949[690387-
689698]

gi|358402098[2964671
-2965297]

Drosophila
bipectinata

gi|358403122[1284107
-1283427]

Drosophila elegans

gi|343972741[1724994
-1725959]

gi|343972719[1005656
-1006243]

gi1343972552[34447-
35022]

Drosophila erecta

GG13678

Drosophila eugracilis

gi1358409234[677060-
676191]

gi|358409002[154852-
155409]

Drosophila ficusphila

gi]343464682[461020-
461505]

gi|343464675[185420
-184971]

gi|343464569[2599414-2600109]

Drosophila grimshawi

GH13489

Drosophila kikkawai

gi|343973849[92534-
92040]

Drosophila
melanogaster

CG6874

CG14251

Drosophila miranda

gi|478839164[177498-
178172]

Drosophila GI17239 - - _
mojavensis

Drosophila persimilis GL24882 - - -
Drosophila GA19922 - - _
pseudoobscura

pseudoobscura

Drosophila rhopaloa

gi1358405427[33547-
32867]

gi|358404732[683852-
683265]

gi|358405183[799350
-800057]

Drosophila sechellia

GM14992

Drosophila simulans

GD14769

GD21311

Drosophila takahashii

gi|343974900[211517-
212122]

gi1343975433([141804-
141217]

Drosophila virilis GJ17998 - - _
Drosophila willistoni GK12110 GK15167 - -
Drosophila yakuba GE19974 - - _
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HP1

HOAP

HOAP dupl

DTL/Moi*

Drosophila ananassae

GF15276

GF16116

GF26866 (gnl|dana
scaffold_12911[2180058-2180635])

Drosophila biarmipes

gi|449787801[45567-
47741]

gi1449786593[384057-
385042]

gi1459198444[1885228-1885814]

Drosophila bipectinata

gi|449794372[160543-
161574]

gi1449793788(682698-
683645]

gi|459198822[894414-894995]

Drosophila elegans

gi449802921[649465-
650904]

gi|449804487[352171-
353093]

gi]449804030[29779-
30841]

gi|459200587[2176214-2176811]

Drosophila erecta

GG23468

GG11268

GG22804 (gnl|dere
scaffold_4770[7553409-7554004])

Drosophila eugracilis

gi|449842839[207145-
208477]

gi|449841379[49822-
50703]

gi|459206134[433062-433656]

Drosophila ficusphila

gi]449814573[92535-
94814]

gi]449814650[363262-
364200]

gi|459201695(558770-559365]

Drosophila grimshawi

GH10251

GH18668

GH18562 (gnl|dgri
scaffold_14906[3589596-3590197])

Drosophila kikkawai

gi1449823456[189636-
191138]

gi|449822549[182798-
183676]

gi|459202742(386350-386937]

Drosophila melanogaster

CG8409

CG6219

CG42350
18256211])

(gnl|dmel  3R[18255616-

Drosophila miranda

gi|478837874[12548-
13409]

gi|480995221[31717401-
31718012]

gi1480995221[17785649-
17786505]

gi[480995221[11883980-11884582]

Drosophila mojavensis GI15430 GI24179 - Gl24762 (gnl|dmoj
scaffold_6540[17391024-17391636])

Drosophila persimilis GL19396 GL23417 GL14051 GL21792 (gnl|dper
scaffold_3[2121931-2122533])

Drosophila GA21056 GA27250 GA26940 GA26405 (gnl|dpse 2[19388588-

pseudoobscura 19389190])

pseudoobscura

Drosophila rhopaloa

gi]449556205[1289-
2227]

gi|449556302[11977-
13060]

gi1449571955[25331-
25972]

gi|449575671[ 4792-5384]

Drosophila sechellia GM13138 GM26573 - GM15294 (gnl|dsec
scaffold_12[68564-69159])

Drosophila simulans GD22433 GD21077 - GD19221 (gnlldsim  3R[7399479-
7400074])

Drosophila takahashii

gi|449832232[14597-
16758]

gi|449831852[824922-
825780]

gi|459204027([774544-775127]

Drosophila virilis GJ17281 GJ14215 GJ17001 GJ22548 (gnl|dvir
scaffold_13047[19181152-19181777])

Drosophila willistoni GK14980 GK11387 GK24325 GK28155 (gnl|dwil
scf2_1100000004921[3677794-
3678394])

Drosophila yakuba GE11133 GE23460 - GE25528  (gnl|dyak  3R[2690898-
2691493])
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Globin 1 Lhr Ver Ver dupl

Drosophila ananassae GF16470 GF13120 GF10432 -

Drosophila biarmipes Dbia gi|449787420[20219 | gi|449786027[98222 | -
gi|449786589[43960 | 5-203157] -98881]
8-440424]

Drosophila bipectinata gi|449793883[34705 | gi|449795434[22816 | gi|449794247[94863 | -
-35272] -23811] -95495]

Drosophila elegans gi|449804144[5145- gi|449803632[33178 | gi|449803332[23534 | -
6022] 6-332709] 4-235982]

Drosophila erecta GG20278 GG20678 GG15580 -

Drosophila eugracilis gi|449841410[18440 | gi|449842111[14678 | gi|449842806[63254 | -
-19027] 83-1468839] 9-633196]

Drosophila ficusphila gi449816899[12220 | gi|449814461[50190 | gi|449814975[28421 | -
0-123232] 8-502864] 9-284899]

Drosophila grimshawi GH13816 GH21397 GH14712 -

Drosophila kikkawai gi|449823214[44724 | gi|449824117[15457 | gi|449824548[12662 | -
6-447832) 5-155265] 4-127289]

Drosophila CG9734 CG18468 CG14121 -

melanogaster

Drosophila miranda gi|823757002[10502 | gi|478837310[26289 | gi|478839189[14445 | -
3-105617] -27539] 4-145086]

Drosophila mojavensis Gl24641 GIl18576 GIl12259 -

Drosophila persimilis GL21726 GL11424 GL25197 -

Drosophila GA21995 GA14945 GA12773 -

pseudoobscura

pseudoobscura

Drosophila rhopaloa gi|449584828[14121 | gi|449561572[28509 | gi|449575535[28892 | -
-14753] -29444] -29527]

Drosophila sechellia GM25744 GM21773 GM25351 -

Drosophila simulans GD20318 GD11266 GD14384 -

Drosophila takahashii gi|449833380[40505 | gi|449833601[44136 | gi|449833669[29715 | -
0-405759] 6-442292) 5-297811]

Drosophila virilis GJ23463 GJ20370 GJ11490 -

Drosophila willistoni GK11857 GK22897 GK12525 GK14293

Drosophila yakuba GE26348 GE11661 GE21909 -

1. Fuggelék: A dolgozatban felhasznalt gének azonositéi vagy a kddold régidk pozicidi 21 Drosophila fajban.
DTL/Moi esetén a Tgsl génnel vald kdzOs transzkripcid miatt az azonositok mellett a pozicié adatokat is

feltintettik.

95.




DTL/Moi

A modell illeszthet8sége a templatra
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2. Figgelék: Masodlagos és harmadlagos szerkezet predikciok Phyre2 szoftverrel DTL aminosav
szekvencidjara. Habdr a masodlagos szerkezeti elemek predikcidja magas valdszinliséget mutatnak, a
kapott DTL térszerkezet nem megbizhaté.
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3. Fiiggelék: Masodlagos és harmadlagos szerkezet predikcidok Phyre2 szoftverrel Ver aminosav
szekvencidjara.
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A modell illeszthetGsége a templatra
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] Nem illeszthet8
4. Fiiggelék: Masodlagos és harmadlagos szerkezet predikciok Phyre2 szoftverrel HOAP aminosav

szekvenciajara. HOAP fehérje szamos alfa helikdlis szerkezeti elemet tartalmaz, mely hélixek egyik felszine
konzervaltsagot mutat. A prolinban gazdag doménben lathatunk egy inszerciét (barna), melyre konzervaltsagi
érték nem szamolhaté.
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Fiiggelék 5: Madsodlagos és harmadlagos szerkezet predikciok Phyre2 szoftverrel HipHop aminosav
szekvencidjara. HipHop alfa-hélixeinek konzervaltsagaban hasonlit a HOAP hasonlé szerkezeti elemeire. HipHop
C-terminalisa er6sen konzervalt. Akarcsak HOAP esetében itt sem kaptunk megbizhato térszerkezetet.
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Fliggelék 6: Masodlagos és harmadlagos szerkezet predikcidk Phyre2 szoftverrel HP1 aminosav szekvenciajara.
HP1 esetében kaptuk a legmegbizhatdébb szerkezeti predikcidt. A két konzervalt domén kozott Iévé,
rendezetlen masodlagos szerkezetet mutatd, Osszekoté funkciot ellaté hinge régid térszerkezete nem
megjésolhatd. HP1 fehérjének ez a doménje mutatja a legnagyobb valtozatossagot az evolucid soran.
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atfedésben

GA341 zDOPE RMSD 3,5A atfedés
D.yak 1,00 0,27 7,927 0,493
D.gri 1,00 0,58 8,059 0,461

Fiiggelék 7: D. melanogaster Ver P1 modellhez MODELLER-rel illesztett szerkezetek és hasonldsagi értékek. A
hasonldsagi értékeket a MODELLER szoftver szamolta négy féle megkozelitést alkalmazva. A GA341 értékek O
és 1 kozott valtoznak, minél kozelebb van ez az érték az 1-hez anndl hasonlébbak a szerkezetek. A zDOPE
(normalized discrete optimized protein energy), az RMSD (root-mean-square deviation) értékek esetén a kisebb
szamok jelentenek nagyobb egyezést a modellek kozott. A 3,5A atfedés a két térszerkezeten egymdsnak
megfeleltethetd, azon alfa-szénatomok ardnyat mutatja, melyek 3,5A tavolsdgon belll vannak az egymdsra

illesztett modelleken.
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A)

LInpAfl 2 3 4 5

(kDa)
35

25 Dmel/Ver

Dmel/DTL-HA

15

LInp Af1 2 3435

Dyak/Ver
Dmel/DTL-HA

8. fiiggelék: D. melanogaster Ver és DTL, illetve D. yakuba Ver és D. melanogaster DTL is stabil komplexet alkot,
melyet immunaffinitas kromatografiaval is megerdsitettink.

A heparin-sepharose oszlopon tisztitott D. melanogaster és hibrid Ver-DTL-HA dimereket (Inp) immunaffinitas
kromatografidval tovabb tisztitottuk. A kromatografids oszlop felszinén lévé HA elleni ellenanyag telit6dott a
kisérletek soran ezért az atfolyd (Af) mintakban is lathaté Ver és DTL fehérje. Az oszloprdl nagy koncentracidju
HA peptiddel tértén az eltcié mely peptidek leszoritottak a felkot6dott DTL-HA fehérjét (1-5. frakciok). Habar az
ellenanyag csak HA epitépot ismer fel, azaz csak a DTL fehérjét kototte az elualdédott frakcidokban megjelent a
DTL-lel kdlcsonhatd Ver fehérje is. Tehat mind (A) D. melanogaster Ver mind (B) D. yakuba Ver egyitt tisztult
DTL-HA fehérjével haemagglutinin immunaffinitas kromatografia soran.

L: molekulatomeg marker (létra); Inp: input, Af: 4tfolyd; a szdmok a gy(jtétt frakcidkat jeldlik.
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B)

Coomasie DTL-HA proba Ver-DTL-HA préba -préba
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9. fliggelék: A DTL és a Ver fehérjék nem hatnak kélcson far-western blot kisérletek soran, azonban a DTL DNS
intermedieren keresztil hat kdlcsén H1 hisztonnal.

A far-western blot soran, a western blot kisérletekhez hasonléan, a vizsgalt fehérjéket denaturdljuk, és méret
szerint elvalasztjuk, majd egy membran fellleten megkétjik 6ket. A western blot technikatél eltéréen, ebben
az esetben ellenanyag helyett el6szor az igynevezett prébafehérjével kezeljik a mintat, mely potencialisan kot
a membranon lévé kolcsonhatd partneréhez. A fehérje-fehérje interakciét a probafehérje elleni ellenanyaggal
mutatjuk ki.

(A) Az A) panelen lathaté far-western blot kisérleteket baculovirus rendszerrel termeltetett DTL (D.
melanogaster) fehérje és baktériumban elGallitott HipHop fehérje felhasznaldsaval végeztem. A D.
melanogaster terminin proteinek mellett hiszton fehérjéket is vizsgaltunk, mint potencialis interakcids
partnerek. A far-western blot kisérlet eredményeként nem tapasztaltunk kimutathaté kdlcsdonhatést a Ver és a
DTL fehérjék kozott. Feltételezéslink szerint a Ver a denaturaciét kévetSen képtelen volt visszanyerni nativ
térszerkezetét, igy az interakcids felszine sem alakulhatott ki.

Coomassie: Coomassie brilliant blue festett SDS-PAGE, mely a membrdanra felvitt fehérjéket és a gélben
jellemz6 helyzetiiket mutatja. 1: Hiszton1, H2B, H2A, 2: H3.3, H4, 3: Drosophila hiszton preparatum, 4: HOAP,
HP1, 5: Ver, DTL, 6: lizozim, HipHop-HA.

(B) A H1 hiszton esetében tapasztalt jel DNS intermedieren megvaldsulé interakcié miatt alakult ki. Far-western
blot kisérletek DTL-HA és Ver-DTL-HA probakkal térténtek. DNaz kezelés hatasara nem alakult ki interakcidra
utalé jel a kisérlet soran. A nyilhegyek a H1 hisztont jelolik. Az aspecifikus jelek a préba nélkili membranon is
megfigyelhet6ek. H: Drosophila hisztonok, K-:lizozim és BL21 sejt extraktum, K+: HipHop-HA
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10. Fuggelék: Ver-

szenzorra tapadod |

kotést és aranyos ¢
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