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Bevezetés

Eukariotdkban a linedris kromoszomak végei specialis
kromatinszerkezetbe szervezOdnek, melyet telomernek
neveziink. A telomer meggatolja a kiilonbozd
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kromoszomak  fuziéjat és  megakadalyozza a
genom integritdsdnak megdrizéséhez. Ezekben a
folyamatokban kulcsfontossagu szerepet jatszik a telomer
végét sapkaszerlien boritd telomer capping fehérje
komplex. Emlésokben shelterinnek nevezzilk ezt a
komplexet, melynek tagjai nagyfoku konzervaltsagot

mutatnak.

A telomer biologidban érdekes kivételt képez a Drosophila
nemzetség, mert ezekben az allatokban a telomer
fenntartasanak mechanizmusa és a capping komplex
Osszetétele is jelentésen kiilonbozik a kanonikustol
Drosophildban a kromoszéma végeket boritd fehérje
komplexet termininnek nevezziik. A terminin komplexet
alkot6 fehérjéknek nem ismertek homologjai a
Drosophildk rokonsagi korén kiviil. Ellentétben a

konzervalt shelterin fehérjékkel a terminin tagjai gyors



evoluciot mutatnak. A kiillonbségek ellenére ezek a
fehérjék ugyanazt a funkciot latjak el, és sok esetben
ugyanazokkal a fehérjékkel hatnak kdlcson, mint mas

fajokban a kanonikus komplex tagjai.

A gyors evolucio és a sejt fenntartasdhoz nélkiilozhetetlen
funkcio, melynek a Drosophila telomer capping
komplexnek meg kell felelnie, ellentmondasosnak t{inik.
A sejtmiikodés soran a fontos funkciokhoz &ltalaban
konzervalt fehérjéket tarsitunk, mert a valtozas a fehérje
mitkodésképtelenné  valasdt eredményezheti. Mégis
eléfordul, hogy egy-egy fontos funkcidt gyorsan
evolvalodo protein 14t el. Ilyen példaul egérben a PRDMY,
mely a meiotikus forropontok kijelolését végzi, vagy
Drosophildban a Hmr és Lhr fehérjék, melyek a centromer
kialakitdsaban vesznek részt. Ahhoz, hogy megértsiik,
fehérjét ilyen fontos molekularis szerepek betdltésére,
evolucios Iéptékben kell gondolkodnunk. A gyorsan
valtozo, ugyanakkor esszencidlis funkcidéval rendelkezo
PRDM?Y és a Hmr és Lhr fehérjéknek van egy nem trivialis
funkciojuk, mégpedig az, hogy felgyorsitjak a speciacids



folyamatokat azaltal, hogy meggatoljak a hibrid utédok
létrejottét. A fajképzés felgyorsitasa megfeleld kornyezet

esetén pedig szelekcios elonyt jelenthet a fajok szdmara.

Jelenleg nem bizonyitott, hogy a Drosophila capping
komplex részt vesz-e a fajképzésben. Természetesen a
gyors evolucio és konzervalt funkcid kettdsségének
feloldasara mas megoldasokat is talalhatunk, mint a
fajképzésben betdltott szerep. Elképzelhetd példaul, hogy
a fehérjék mikodéséhez ¢és a  térszerkezetiik
fenntartasahoz nem igénylik a teljes polipeptidlanc
konzervalodasat. Barmelyik eset vizsgalatdhoz azonban
sziikségilink van a terminin komplexrél rendelkezésiinkre
allo, korlatozott mennyiségli tudasunk bovitésére. Foként
genetikai kisérletek alapjan feltételezziik, hogy a
Drosophila capping komplex ot fehérjébol all, a
Verrocchio (Ver), a DTL, a HOAP, a HipHop ¢s a HP1
fehérjékbol. A HP1 az egyetlen konzervalt tagja a
termininnek, melynek funkcidja nem korlatozodik a
telomerre, mig a tobbi fehérje gyors evoluciét mutat és

csak a telomeren taladlhatd meg.



Amennyiben mar két kdzel rokon fajbdl szarmazé fehérje
nem alkot hibrid komplexet, vagy alkot, de a komplex
funkcioja sériil, akkor ezeknek a fehérjéknek szerepiik
lehet a fajképzésben. A fehérjék kozti interakcionak és a
komplex elsddleges funkcidjanak, a DNS-kotésnek a
vizsgalatara in vitro moddszerekkel lehetdséglink van,
azonban a terminin holokomplex Osszedllitasara és
vizsgalatara eddig még nem torténtek ilyen jellegii

kisérletek.
Célkitiizések
A terminin  fajképzésben  betoltdtt  szerepének

tanulmanyozashoz a terminin fehérjék pontosabb ismerete

sziikséges.

Ezért célunk volt a fehérjék in silico vizsgalata, hogy
megallapitsuk azonos sebességgel valtoznak-e az egyes
terminin fehérjék részei, vagy vannak-e az evolucio
sebességét tekintve eltérd tulajdonsagot mutatd domének

fehérjéken beliil is.

Célom volt tovabba a komplex szervezddésének és

mikodésének vizsgalata, heterolog eldallitott fehérjék



interakcidjanak, a komplex vagy alkomplexek

formalédasanak tanulméanyozasa révén.

A terminin komplex specidcidban jatszott szerepére
vonatkozé elképzelés megerdsitésére célom volt annak
vizsgalata, hogy kialakul-e terminin alkomplex eltérd

fajokbol szarmaz6 alegységekbol.

Végiil célom volt, hogy az egyes alegységek jellemzésével
megallapitasokat tegyek az altalanostol eltérd szerkezetii
Drosophila telomer védelmét biztositd terminin komplex
¢s az emlds shelterin komplex miikddésének

hasonl6sagairol és sajatossagairdl.

Felhasznalt modszerek

- a fehérjéket kodold szakaszok tobbszords
illesztésével ¢€s szinonim és nem szinonim
mutaciok ardnyanak meghatarozasaval vizsgaltuk

- fehérje szerkezet predikciokat végeztiink a
fehérjék interakciés felszineinek vizsgélata

érdekében



monocisztronos és  policisztronos  terminin
fehérjék  baktériumban  torténd  termelésére
alkalmas vektorokat allitottunk el

a fehérjetermeltetés optimalizalasa érdekében
tobbféle expresszidos koriilményt és baktérium
torzset vizsgaltunk és szolubilitdsi teszteket
végeztiink

a vizsgalt fehérjéket tricin-poliakrilamid gélen
analizaltuk ¢és western blottal, immunologiai
modszerrel azonositottuk

a fehérjék azonositasat tomegspektrometriaval is
elvégeztiik

a  fehérjék  tisztitasat  heparin-Sepharose
kromatografiaval, vagy immunaffinitas
kromatografiaval végeztiik

az alkomplexek kialakuldsat méretkizarasos
kromatografiaval erdsitettiik meg

a fehérjék DNS kot6 képességét DNS-sel boritott
magneses gyongyokkel, bioréteg interferenciaval
¢s kozvetett médon far-western blot segitségével

igazoltuk



Eredmények

1. Munkam soran az in vitro kisérleteket megelézden
bioinformatikai modszerekkel részletesen megvizsgaltam
a Drosophila terminin fehérjék evolicids sebességét. A
szamitasokba 21 fajt bevonva megéllapitottam, hogy a
komplex tagjainak interakcids doménjei is felgyorsult
evoluciot mutatnak. Ez azt jelenti, hogy a fehérjék kozti
interakciok nem konzervalt doméneken keresztiil
valosulnak meg, mely a fajképzésben betoltott szerep
vizsgalatat indokolja. A fehérjék homologia alapu
molekulamodellezését is elvégeztem, azonban a gyorsan
evolvalodo fehérjék koziil csak a Ver esetében sikeriilt
kozel megbizhaté modellt eldallitanom. Ezt kdvetden a
térszerkezetet és az aminosav konzervaltsagi értékeket
egyiitt vizsgalva, a DNS-kdtésben, a magi lokalizdcidban
¢s a szerkezet kialakitasdban fontos konzervalt
aminosavakra predikciokat tettem.

2. Immunprecipitacios adatok szerint, a Ver
interakcioba 1ép a DTL-lel és a HOAP-pal, a DTL
interakcioba 1ép a Ver, a HOAP és a HP1 proteinekkel,



mig a HipHop kolcson hat a HP1-gyel és a HOAP-pal, de
nem lép kolcsonhatasba a Ver vagy a DTL fehérjékkel. A
nincs informacionk. Annak érdekében, hogy az ot
fehérjébol  allo  komplexet izolaljuk, bakterialis
rendszerben termeltettik a Drosophila melanogaster
fehérjéket. Sikeresen eldallitottam a HP1, a HOAP, a Ver
¢s a DTL proteineket. A HipHop expresszids szintje
azonban tobbféle expresszids plazmidot és indukcios
kortilményt kiprobalva is alacsony volt. Mivel az
interakcios adatok arra utalnak, hogy a HipHop nélkiil is
kialakulhat egy stabil komplex, a késdbbiekben csak a
maradék négy fehérjét vizsgaltuk.

3. A Ver és a DTL fehérjék magas expresszios szintet
mutattak ugyan, azonban oldhatatlan formaban
keletkeztek a baktériumban. A terminin fehérjék
oldhatdsagan sokat javitott az egyiittes termelésiik, és ez
lehetdvé tette tisztitasukat.

4. A négy fehérjét tartalmazd komplex tisztitasanak
elsé 1épéseként a mintat a DNS-kotd fehérjék izolalasara
gyakran alkalmazott heparin-sepharose oszlopra vittem.

Az oszloprol torténd eliicio sordn a terminin fehérjék tobb
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alkomplex formajaban jelentek meg a frakcidkban. A Ver
¢s DTL fehérjék alacsony s6 koncentracié mellett, mig a
HOAP, a HPl (és a HipHop) fehérjék magas so
koncentracié mellett tavoztak az oszloprol. A teljes
komplex formalddasat az elvalasztas soran alkalmazott so
koncentracié valtoztatasaval sem lehetett kimutatni,
helyette két alkomplexet azonositottunk. A Ver és a DTL
egyértelmiien egy stabil heterodimert alkotott, mig a
HOAP ¢és a HPI egy nehezebben meghatarozhato
sztochiometridji masik komplexbe szervezddott. Ezek a
szerkezetre vonatkozo adatok Osszeegyeztethetoek az
irodalombol ismert funkcidra utalé adatokkal, miszerint a
Ver ¢és a DTL az egyes-szala hibajavitasi mechanizmusok
gatlasaban vesznek részt, mig a HOAP, a HP1 és a HipHop
a kettds-szalit DNS hibajavitas gatlasaban.

5. A tovabbi kutatasokhoz a Ver-DTL heterodimert
valasztottuk és a két fehérje kifejezodését biztositd
plazmidot hoztunk Iétre. A fajképzésben betdltott szerep
vizsgalata érdekében készitettiink egy olyan plazmid
konstrukciot is, amely egy kozeli rokonbdl, a Drosophila

vakuba fajbol szarmazd Ver ortolog és D. melanogaster
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heparin-Sepharose oszlopon tisztitottuk mind a kétféle
plazmidrol expresszalt fehérjéket. A szamunkra érdekes
proteineket  tartalmazo  frakciokat — immunaffinitéds
kromatografiaval és méretkizarasos kromatografiaval is
tovabb vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a D. yakuba Ver
¢s a D. melanogaster DTL fehérjék a koztik 1évo
szekvencia kiilonbségek ellenére - a D. melanogaster Ver-
DTL dimerhez hasonloan - stabil komplexet alkotnak.

6. A Ver-DTL dimerek DNS-koté képességét is
megvizsgaltuk. Ehhez magneses gyongyokre egyes-szalu,
kettés-szala és 3’ thalnyuld végli oligonukleotidokat
kotottiink €s megallapitottuk, hogy a kiilonbozé DNS
konforméciok mennyi fehérje megkotésére alkalmasak. A
kisérlet eredményei alapjan mind a D. melanogaster, mind
a hibrid heterodimer nagyobb affinitassal kototte az egyes-
szala DNS-t, mint a kettds-szalit. Ezt az eredményt

bioréteg interferencia mérésekkel is megerdsitettiik.

A Ver térszerkezeti modellje alapjan feltételezhetjiik,
hogy a Ver-DTL interakcié a Ver részérdl egy konzervalt

felszinen valosulhat meg, ami azt jelenti, hogy a gyors
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evolucié nem az interakciokban részt vevd aminosavakat
érinti. Ezért a Ver és a DTL esetében valosziniitlen, hogy
a fehérjék gyors valtozasa hozzajaruljon a fajképzéshez az
alkomplex  funkciovesztése  miatt. Mas modon
természetesen ezek a fehérjék még milkodhetnek
fajképzési korlatként, példaul hasonléan a Hmr és Lhr
proteinekhez, melyek interakcidja elengedhetetlen ehhez a

funkcidhoz

Munkammal hozzajarultam a Drosophila telomer capping
komplex esszencidlis funkcidja és a gyors evolicidja
kozott latszo ellentmondas feloldasahoz. Habar a terminin
fehérjék fajképzésben betoltott szerepére nem talaltam
egyértelmil bizonyitékot, biokémiai megkdzelitéssel 1]
adatokat nyertem a telomer capping komplexrdl. A Ver,
illetve a Ver-DTL alkomplex vizsgalataval bemutattam,
hogy hogyan Iehetséges egy konzervalt funkcid

elvégezése gyorsan evolvalodo fehérjék segitségével.
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