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1. BEVEZETO

RNS-fehérje  kolcsonhatasok  szamos  sejtszinti  folyamatban  vesznek — részt, a
transzkripcioszabalyozastol a fehérjék kifejezodéséig. Sokrétii szerepiik révén 0j RNS-koto fehérjéek
azonositasa hozzajarulhat a sejtekben lejatszodo folyamatok alaposabb megértéséhez. Ezen gondolat
mentén RNS-ko6t6 fehérjéket kerestiink Drosophila melanogasterben, és egy addig még funkcionalisan
nem ismert génterméket azonositottunk (Udvardy és munkatarsai). Ebben a munkdban célul tztiik ki
az ecetmuslica fehérje és emlés homologjanak karakterizalasat.

A DTL fehérje homologjai szamos mas organizmusban is fellelhet6k, az adatbdzisokban to6bb EST
is reprezentalja, ami arra utal, hogy fontos szerepet jatszhat a sejt életében. A munkank kezdetekor
egyik DTL homolognak sem azonositottak a szerepét, bar kutatasaink kdzben mas csoportok leirtak

bizonyos tulajdonséagait ennek az 0j fehérje csaladnak.

1.1. Elméleti hattér

Bar valamikor ugy gondoltak, hogy az RNS egy passziv genetikai masolat, mara kideriilt, hogy
kulcsszerepet jatszik tobb sejtfolyamatban. Egy RNS molekula képes bazisparosodassal dupla-hélixet
formalni a sima hélixt6l vald eltérések olyan kombinacidival, mint a hairpinek, stem-hurkok,
szimmetrikus vagy aszimmetrikus bels6 hurkok, bulge-hurkok, purin-purin téves parosodasok, GU
vagy 16ty0go parosodasok és alcsomodk (1,2). A helikalis és nem-helikalis motivumok kombinacidja az
RNS molekulak bonyolult 3-dimezios szerkezetekbe vald rendezddését biztositja, ami megkozeliti a
fehérjék Osszetettségét. RNS-koté fehérjék ezt a térbeli elrendezédést ismerik fel. Ennek
eredményeképp valtozatos RNS és RNS-koto struktirak figyelheték meg.
1.1.1. RNS kot6 fehérjék

Az RNS-kot6 fehérjék modularis struktarakbol épiilnek fel. Az RNS kotésért felelds felismerd
motivum altalaban 70-150 aminosav hosszi. Harom tipusat kiilonboztetjiikk meg az eukaridta RNS-
koté doméneknek:
1. az RNS felismeré motivum (RRM)
2. K-homolégia domén (KH)
3. duplaszala RNS k6t6 domén (dsRBD).

Ezen feliil még szamos mas RNS-k5té motivum is talalhaté RNS-koto fehérjékben.
1.2. A tézis célkitiizései

Ebben a munkéban célul tiiztiik ki egy altalunk azonositott RNS koto fehérje karakterizalasat. A
HIV TAR-RNS koté képességgel rendelkezd fehérjéket kerestiink Drosophila melanogasterben
(Udvardy és munkatarsai). Egy el6z6leg még nem azonositott fehérjét talaltunk, amit Drosophila TAT
Like-nak (DTL) neveztiink el. Meglepetésiinkre DTL homoldg fehérjék megtalalhatok sok mas

organizmusban is. Eleszt6t6] emberig a fehérje jol konzervalt RNS-metiltranszferaz boxokbol all. Az



adatbazisokban talalhatdo nagyszamu EST azt mutatja, hogy a fehérjéket kodold gének intenziv

atirodas alatt allnak.
A tanulmany fobb célkitlizései:

e Azonositani a DTL fehérje homologjait adatbazisos keresések alapjan

e Ezen adatokat felhasznalva:
1. konzervalt régiokat meghatdrozni, amik segitenek a funkci6 feltarasaban
2. homolog emlés EST-ket azonositani, hogy azokat is tanulmanyozhassuk parhuzamosan az

ecetmuslica fehérjével

e Megvizsgélni, hogy az azonositott konzervalt motivumok funkcionélisan aktivak-e

e Azonositani a DTL és eml6s homologja expresszidos mintazatat. Ennek érdekében poliklonalis
ellenanyagokat termeltettiink nyulban, és Western-blottal valamint immunolokalizacidval
kiilonbozo szdveteket és sejtrészeket vizsgaltunk

e A DTL fehérje kolcsonhato partnereinek azonositasa in vivo és in vitro modszerekkel, valamint a
kolcsonhatas helyeinek megtalalasa

o RNS interferenciat alkalmazva meghatarozni a DTL homoldg fehérje szerepét a sejtszintil

folyamatokban.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Eleszt6 kéthibrid

2.2. In vitro fehérje koté esszé

2.3. Sejtmagi és citoplazmatikus fehérje frakcionalas
2.4. Immunolokalizicié

2.5. Sejtszortalas

2.6. siRNS szintézis

3. EREDMENYEK
3.1. Drosophila TAT Like fehérje (DTL)
3.1.1. dtl gén egy metiltranszferaz doménnel rendelkezé RNS koto fehérjét kodol
Udvardy Andor laboratériumaban azonositottak egy fehérjét, ami a HIV virus TAT fehérjéjéhez
hasonld RNS kot6 aktivitast mutatott.
Mivel a fehérjét annak TAR RNS ko6t6 tulajdonsaga alapjan azonositottak, dl-nek (Drosophila
TAT Like) neveztiik el. A dtl gén érdekes szerkezeti, két nyitott leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz.
Adatbazis kereséseket hajtottunk végre annak érdekében, hogy konzervalt régiokat azonositsunk a

fehérjében ¢és igy kovetkeztethessiink a funkcidjara. A keresés kimutatta, hogy a DTLdown fehérjének



szamos organizmusban létezik homoldgja, az élesztét6l az emberig. A legkonzervaltabb régiok
metiltranszferaz motivumok voltak, mint a 9 aminosav hosszi metiltranszferaz Motivum 1
(VVDAFCGVG), a 7 aminosavas Motivum II (KADVVFL) és egy S-adenozil-L-metionin k6té régio.
3.1.2. Schneider S2 sejtben a DTL a citoplazmaban talalhato

DTL down elleni affinitds kromatografiaval tisztitott poliklonalis ellenanyagokat hasznaltunk a
fehérje sejtbeni lokalizaciojanak meghatarozasara Drosophila S2 sejtekben. Az S2 sejtekbdl sejtmagi
¢és citoplazmatikus sejtkivonatokat készitettiink és blottoltuk az ellenanyagokkal. A western blot
mindkét DTL izoformat a citoplazmaban mutatta. Az immunolokalizaciét ugyanezekkel az
antitestekkel végeztiikk S2 sejteken. A pontosabb lokalizaciohoz egér anti-tubulin ellenanyaggal egytitt
hasznaltuk a DTL-ellenes antitesteket. Az ellenanyagok egyiittes alkalmazasa azt mutatta, hogy a DTL
¢s a mikrotubulus sejtbeni mintdzata 4tfed egymassal.

3.2. A DTL fehérje emlés homologja
3.2.1. Az emlés DTL-nek kiilonb6z6 izoformai 1éteznek

DTL-t egy emlds virus RNS-sel valo kolcsonhatasa révén talaltuk meg. Ezért gondoltuk, hogy a
DTL emlds homologjanak karakterizalasa segitséget nyljthat az ecetmuslica fehérje miikddésének
megismeréséhez. Mivel a homoldgia a DTL és rokonai kdzott a C-terminalis régidra korlatozodik, egy
olyan egér EST szekvenciat rendeltiink, amely nagymérvii hasonlésagot mutatott az emlitett
szakaszon.

Az in vitro tanulmanyok elGsegitésére poliklonalis antipeptid ellenanyagot allitottunk elé egy 14
aminosavas rész felhasznalasaval : EIPNSPHATEVEIK, ami a 44-57-ik aminosavat jelenti a rendelt
szekvenciabdl. A kozelmultban egy masik csoport is leirta a DTL emlés homologjat, amit PIMT-nek
(PRIP Interacting Protein with Methyl Transferase domain) neveztek el. A DTL emlés homologjat
ezért PIMT-nek, az EST szekvenciat PIMT-C-nek fogom nevezni a félreértések elkeriilése végett.

Patkany szoveteket teszteltiink Western blot analizissel, hogy megallapitsuk a PIMT szdveti
eloszlasat. Az ellenanyag harom specifikus csikot mutatott. Egy 50 kDa-os fehérjét detektaltunk
minden vizsgalt szovetben, egy 90 kDa-os fehérjét agyban, szivben és tesztikularis szovetekben és egy
30 kDa fehérjét talaltunk vese homogenizatumban.

3.22. A PIMT 55 kDa izoformaja a citoplazmaban talalhaté és kolokalizalodik a
mikrotubulussal

HeLa sejtekben a PIMT ellenanyag csak egy 55 kDa fehérjét detektal. Ezt a rovidebb format
PIMT55-nek neveztiik el. A HeLa sejteket citoplazmatikus és magi frakcidkra bontottuk és Western
blottal teszteltiik, hogy a PIMTS5 sejtbeni lokalizacidjat megallapithassuk. Ugy talaltuk, hogy a
PIMT55 a DTL-hez hasonloan a citoplazméaban helyezkedik el. Immunolokalizaci6é soran a PIMT55
hasonl6 elrendezédést mutatott, mint a mikrotubulus sejtvaz a DTL-hez hasonloéan.

3.2.3. APIMT C-terminalis része kolcsonhat a WAIT-1 fehérjével
Eleszté két hibrid kisérleteket végeztink, hogy a PIMT interakciés partnereit azonositsuk.

Ezekben a kisérletekben a PIMT-C-t hasznaltuk mint csalit, és human vérbdl szarmazd cDNS



konyvtarat teszteltiink vele. A leger6sebb kolcsonhatast a WAIT-1 fehérje mutatta, az 6t kodolo
cDNS-t tobb fliggetlen kisérletb6l megkaptuk. WAIT-1 az egér EED-nek és a Drosophila Extra Sex
Comb (ESC) fehérjének az emlds homologja.

3.2.4. A PIMT mennyiségének siRNS altali csokkentése sejtciklus eltolodashoz vezet

Annak érdekében, hogy tobbet megtudjunk a PIMT fehérje funkcigjarol iddlegesen
lecsokkentettiik a mennyiségét PIMT RNS specifikus siRNS-t hasznalva. A PIMT ¢és GFP specifikus
SIRNS-ek Donze és munkatarsai altal leirt modszerrel lettek szintetizalva (36).

Az analizis azt mutatta, hogy az siRNS-ekkel kezelt sejtekben a sejtciklus eltolodott a nem kezelt
kontrollhoz képest. Az eredményeink azt mutattak, hogy a kezelést6l szamitott 24h mulva a kezelt
sejtek szama a G1 fazisban, 40 6ra mulva a G2-ben, mig 48 ora elteltével a G2/M fazisban volt
magasabb.

3.2.5. PIMTSS expresszioja megnovekszik az S fazis elott

Mivel a PIMTS5 hianya megvaltoztatta a sejtek osztodasi ciklusat, feltételeztiik, hogy a fehérje
mennyisége is valtozik a sejtciklus soran. Ennek tesztelésére a sejteket kiilonb6z6 kezelések ala
vetettlik, hogy ne tudjanak atlépni bizonyos sejtciklus fazisokat. A sejtektél megvontuk a szérumot,
igy feldsultak a G1 fazisban, hidroxiureat adtunk hozzajuk, igy a G1/S fazis dtmenetnél alltak meg és
végiil kolchicinnel kezeltiik Oket, ami azt eredményezte, hogy a sejtek nem tudtak kilépni a G2
fazisbol. Mindharom mintdbdl azonos mennyiségli fehérjét teszteltink PIMT elleni ellenanyaggal
Western blot kisérletben. Az eredmények azt mutattak, hogy a PIMT55 mennyisége megndvekszik az

S fazisban.

4. MEGBESZELES
4.1. A DTL fehérjét a masodik nyitott leolvasasi keret kddolja

A DTL fehérjét egy érdekes gén kodolja, amely két nyitott leolvasasi keretet tartalmaz. A masodik
ORF egy evolicidosan konzervalt fehérjét kodol az elsé stop kodonhoz képest egy bazispar
eltolodassal.

A fehérje ellen készitett specifikus ellenanyagot a specificitasa megndvelésének érdekében
affinitaskromatografiaval megtisztitottuk, és Schneider sejteket teszteltiink vele Western blottal. Két
specifikus fehérjét detektaltunk, az egyik ~60 kDa tdmegl volt, a masik ~120 kDa. A 60 kDa-0s
fehérje valoszinileg a masodik ORF terméke, mig a 120 kDa-os fehérje egy posztranszlacios
modifikacion atesett formdja lehet.

4.2. A DTL fehérje homologjai

Adatbazisokban szamos DTL homolog fehérjét talaltunk kiilonboz6 organizmusokban. Munkank
kezdetekor ezeket a fehérjéket még nem irtak le, csak EST-k reprezentaltdk dket.

Zhu és munkatarsai élesztdé kéthibridben izolaltak huméan mdj cDNS konyvtarbol egy magi

receptor-koaktivator fehérjét, amit PIMT-nek neveztek el, a PRIP fehérjét hasznalva csaliként. A



PIMT c¢DNS egy 852 aminosavas fehérjét kodol, ami egy metiltranszferaz 1 motivumot
(VVDAFCGVG) és egy nem variabilis szegmenst (GXXGXXI) tartalmaz, ami az RNS-koté
fehérjékben talalhato K-homologia motivumokra jellemzo. Immunofluorescens kisérletek azt
mutatjak, hogy a 92 kDa-os PIMT ¢és a PRIP fehérje kolokalizalodik a sejtmagban. PIMT kot S-
adenozil-L-metionint, ami a metildonor a metilacios reakciokban, és kot RNS-t is, valoszin{sitvén,
hogy RNS metiltranszferaz funkciéval rendelkezik (38).

Tovabba 2002-ben Mouaikel és munkatarsai leirtdk a DTL ¢éleszté homologjat, a TGS1p nevet
adva neki. Azt talaltak, hogy a TGS1p hipermetilalja bizonyos SnoORNS-ek capstruktirajat. A fehérjét
a sejtmagban a Cajal testben, és a citoplazmaban detektaltak, bar a citoplazmatikus valtozat funkcidja
még nem tisztazott (41). A kisérleteik szerint a human TGS1 fehérje (hTGS1), vagy mint korabban
neveztiik PIMT, ugyanolyan karakterisztikdval rendelkezik, mint élesztd homologja (42).

4.3. A PIMT fehérje harom kiilonb6z6 izoformaja létezik a Kiilonb6z6 szévetekben

Western blotokban patkany szdvetekben kiilonb6z6 izoformakat tudtunk detektalni. Egy 50 kDa-
os fehérjét detektaltunk minden vizsgalt szovetben, Zhu és munkatarsai altal leirt 90 kDa-os fehérjét
agyban ¢és tesztikularis szovetekben ¢és egy 30 kDa fehérjét vese homogenizatumban taldltunk.
Tovabba a kisérletek tobbségében hasznalt HeLa sejtekben egy 55 kDa-0s izoformat detektaltunk.

Zhu és munkatarsai szerint a PIMT gén tobb mint 13 exonbol all (38). Ez azt valoszinisiti, hogy
alternativ éréssel létrejohettek az altalunk talalt kiilonb6z6é variansok. Az adatbazisban fellelhet
rovidebb EST-k is azt sugalljak, hogy létezik alternativ éréssel 1étrejott formaja a PIMT/hTGS1
génnek.

44. A DTL és a PIMT 55 kDa-os izoformaja citoplazmatikus fehérje, és asszocialédik a
mikrotubulusokkal

Rovar, valamint emlds citoplazma és magi preparatumokon elvégzett Western blot azt mutatja,
hogy a DTL és a PIMT 55 kDa-os formaja a citoplazmaban helyezkedik el. Immunolokalizacios
kisérletek arra mutattak, hogy a két fehérje elhelyezkedési mintazata megegyezik a mikrotubuluséval.
Az eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a PIMT 90 kDa forméja valosziniileg
a magban talalhat6, mig az 55 kDa-os varians a citoplazmaban helyezkedik el. Azonban nyilvanvalo,
hogy a fehérjecsalad legfobb tulajdonsagat, a citoszkeletalis lokalizacigjat egyik fent emlitett
publikacié sem emliti.

4.5. Az emlos DTL kolcsonhat a WAIT-1 fehérjével

BLAST keresések €s aminosavsorrend 0sszehasonlitasok azt mutatjak, hogy a DTL és homolog
fehérjék a C-terminalis részen konzervalodtak. Ezért a tovabbi kisérletekben erre a régiora
fokuszaltunk. Eleszt kéthibridben kerestiink interakcios partnereket a PIMT/hTGS1 C-terminalisat
hasznalva csaliként, human vérbol szarmazé cDNS konyvtarban. Azt talaltuk, hogy a WAIT-1 fehérje
(NP_003788) kolcsonhat a PIMT/hTGS1-gyel. Megfigyelésiinket alatdmasztottuk delécios mutansok
¢s nemspecifikus konstrukciok alkalmazasaval. GST pull down esszével bizonyitottuk a kdlcsonhatast

in vitro.



WAIT-1 az egér EED (Embryonic Ectoderm Development) és a Drosophila ESC (Extra Sex
Comb) fehérjék emlés homologja (39). Ez a két fehérje a polycomb csalad tagja, amelyek a
génexpresszioban szerepet jatszd faktorok DNS felismeréhelyének megvaltoztatdsaban jatszanak
szerepet (43).

4.6. A DTL funkcidja

A PIMT fehérje mennyiségének siRNS-ekkel vald csokkentése a sejtciklus eltolodasat
eredményezte. Emellett a kiillonb6z6 sejtciklus stadiumokbol szarmazoé fehérjemintak azt mutatjak,
hogy a PIMT mennyisége megnovekszik S fazisban. Ez egy ijabb bizonyitéka a PIMT és a sejtciklus
kozotti kapcsolatnak. Korabban kimutattak, hogy a PIMT C. elegans homolégjanak (T08G11.4)
kititése rendellenes orso kialakulasahoz, lassti novekedéshez és larvalis letalitashoz vezet (47).

Léteznek olyan eukaridta fehérjék, amelyek mint splicing faktorokat azonositottak, de emellett
sziikségesek a normalis sejtciklushoz is (48). Kordbban élesztdben kimutattak, hogy a pre-mRNS érése
¢s a sejtciklus kozott kapcsolat van (49,50).

Ennélfogva a PIMT altal okozott sejtciklus eltolédasa megmagyarazhatd azzal, hogy a csokkent
mennyiségli PIMT kevesebb snoRNS érésében tud részt venni, igy az mRNS és rRNS érése nem lesz
tokéletes.

Azonban a C. elegansban megfigyelt abnormalis orso kialakulasa arra mutat, hogy a PIMT/hTGS1
fehérjének Osszetettebb szerepe lehet anndl, mint hogy részt vesz az mRNS és rRNS érésében. Az a
tény, hogy a PIMTS55 kolokalizalodik a mikrotubulussal és kolcsonhat a WAIT-1-gyel arra utal, hogy
részt vehet a sejt-sejt kommunikaciokban és sejt-matrix kolcsonhatasokban magasabb eukariotakban.
Az orso kialakulasa kapcsolatba hozhat6é a nagyon rovid asztralis mikrotubulusok aktin struktarakkal
vald reakcioival (51). Valoszinlileg az asztralis mikrotubulusok kozvetitik a jelet a perifériarol
(integrin vagy aktin sejtvazrol).

Masrészrél tények igazoljak, hogy nagy mennyiségi mRNS kotédik a sejtvazhoz (52). Ez arra
utal, hogy léteznek olyan ,,altalanos” RNS-koté fehérjék, amelyek ezt a kapcsolatot biztositjak az
RNS-ek és a sejtvaz kozott. A PIMT/hTGS1 55 kDa-os valtozata egyike lehet ezeknek az RNS-k6to,

sejtvaz asszocialta fehérjéknek. Erre utal, hogy a sejtben a citoszkeleton mentén helyezkedik el.

5. KONKLUZIO

e Drosophila melanogaster schneider S2 sejtekben a DTL fehérje két izoformaja 1étezik. A 60 kDa-
os fehérje egy belso riboszomalis kezdOpontrol képzddik, mig a 120 kDa-os valtozat a 60 kDa-0s
fehérje posztranszlaciosan modositott variansa. Mindkét fehérje a citoplazmaban talalhato, és
mikrotubulushoz kotédik.

o A DTL emlds homoldgjanak harom izoformaja fejezédik ki patkany szovetekben: 90 kDa-0s
izoforma az agyi €s szivbdl szarmazod szovetekben detektalhatd, az 55 kDa-os fehérje minden

vizsgalt szovetben megtalalhato és a 30 kDa-os valtozat a vese szovetekben fejezddik ki.
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Human HeLa sejtekben az 55 kDa-os fehérje taldlhatdé meg. A PIMTSS, mint a DTL,
citoplazmatikus fehérje és kolokalizalodik a mikrotubulussal.

Az emlés DTL a C-terminalis végén keresztiil kdlcsonhatasba 1ép a WAIT-1 fehérjével. A WD
ismétlodések altal formalt B-propeller struktura esszencialis a kdlcsonhatashoz.

Az emlds DTL siRNS-ekkel valo gatldsa a sejtciklus eltolodasahoz vezet.
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