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1. BEVEZETŐ 

 

RNS-fehérje kölcsönhatások számos sejtszintű folyamatban vesznek részt, a 

transzkripciószabályozástól a fehérjék kifejeződéséig. Sokrétű szerepük révén új RNS-kötő fehérjék 

azonosítása hozzájárulhat a sejtekben lejátszódó folyamatok alaposabb megértéséhez. Ezen gondolat 

mentén RNS-kötő fehérjéket kerestünk Drosophila melanogasterben, és egy addig még funkcionálisan 

nem ismert génterméket azonosítottunk (Udvardy és munkatársai). Ebben a munkában célul tűztük ki 

az ecetmuslica fehérje és emlős homológjának karakterizálását. 

A DTL fehérje homológjai számos más organizmusban is fellelhetők, az adatbázisokban több EST 

is reprezentálja, ami arra utal, hogy fontos szerepet játszhat a sejt életében. A munkánk kezdetekor 

egyik DTL homológnak sem azonosították a szerepét, bár kutatásaink közben más csoportok leírták 

bizonyos tulajdonságait ennek az új fehérje családnak. 

 

1.1. Elméleti háttér 

Bár valamikor úgy gondolták, hogy az RNS egy passzív genetikai másolat, mára kiderült, hogy 

kulcsszerepet játszik több sejtfolyamatban. Egy RNS molekula képes bázispárosodással dupla-hélixet 

formálni a sima hélixtől való eltérések olyan kombinációival, mint a hairpinek, stem-hurkok, 

szimmetrikus vagy aszimmetrikus belső hurkok, bulge-hurkok, purin-purin téves párosodások, GU 

vagy lötyögő párosodások és álcsomók (1,2). A helikális és nem-helikális motívumok kombinációja az 

RNS molekulák bonyolult 3-dimeziós szerkezetekbe való rendeződését biztosítja, ami megközelíti a 

fehérjék összetettségét. RNS-kötő fehérjék ezt a térbeli elrendeződést ismerik fel. Ennek 

eredményeképp változatos RNS és RNS-kötő struktúrák figyelhetők meg. 

1.1.1. RNS kötő fehérjék 

Az RNS-kötő fehérjék moduláris struktúrákból épülnek fel. Az RNS kötésért felelős felismerő 

motívum általában 70-150 aminosav hosszú. Három típusát különböztetjük meg az eukarióta RNS-

kötő doméneknek: 

1. az RNS felismerő motívum (RRM) 

2. K-homológia domén (KH) 

3. duplaszálú RNS kötő domén (dsRBD). 

Ezen felül még számos más RNS-kötő motívum is található RNS-kötő fehérjékben. 

1.2. A tézis célkitűzései 

Ebben a munkában célul tűztük ki egy általunk azonosított RNS kötő fehérje karakterizálását. A 

HIV TAR-RNS kötő képességgel rendelkező fehérjéket kerestünk Drosophila melanogasterben 

(Udvardy és munkatársai). Egy előzőleg még nem azonosított fehérjét találtunk, amit Drosophila TAT 

Like-nak (DTL) neveztünk el. Meglepetésünkre DTL homológ fehérjék megtalálhatók sok más 

organizmusban is. Élesztőtől emberig a fehérje jól konzervált RNS-metiltranszferáz boxokból áll. Az 
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adatbázisokban található nagyszámú EST azt mutatja, hogy a fehérjéket kódoló gének intenzív 

átíródás alatt állnak. 

A tanulmány főbb célkitűzései: 

 Azonosítani a DTL fehérje homológjait adatbázisos keresések alapján 

 Ezen adatokat felhasználva: 

1. konzervált régiókat meghatározni, amik segítenek a funkció feltárásában 

2. homológ emlős EST-ket azonosítani, hogy azokat is tanulmányozhassuk párhuzamosan az 

ecetmuslica fehérjével 

 Megvizsgálni, hogy az azonosított konzervált motívumok funkcionálisan aktívak-e 

 Azonosítani a DTL és emlős homológja expressziós mintázatát. Ennek érdekében poliklonális 

ellenanyagokat termeltettünk nyúlban, és Western-blottal valamint immunolokalizációval 

különböző szöveteket  és sejtrészeket vizsgáltunk 

 A DTL fehérje kölcsönható partnereinek azonosítása in vivo és in vitro módszerekkel, valamint a 

kölcsönhatás helyeinek megtalálása 

 RNS interferenciát alkalmazva meghatározni a DTL homológ fehérje szerepét a sejtszintű 

folyamatokban. 

 

 

2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

2.1. Élesztő kéthibrid 

2.2. In vitro fehérje kötő esszé 

2.3. Sejtmagi és citoplazmatikus fehérje frakcionálás 

2.4. Immunolokalizáció 

2.5. Sejtszortálás 

2.6. siRNS szintézis 

 

 

3. EREDMÉNYEK 

3.1. Drosophila TAT Like fehérje (DTL) 

3.1.1. dtl gén egy metiltranszferáz doménnel rendelkező RNS kötő fehérjét kódol  

Udvardy Andor laboratóriumában azonosítottak egy fehérjét, ami a HIV vírus TAT fehérjéjéhez 

hasonló RNS kötő aktivitást mutatott. 

Mivel a fehérjét annak TAR RNS kötő tulajdonsága alapján azonosították, dl-nek (Drosophila 

TAT Like) neveztük el. A dtl gén érdekes szerkezetű, két nyitott leolvasási keretet (ORF) tartalmaz. 

Adatbázis kereséseket hajtottunk végre annak érdekében, hogy konzervált régiókat azonosítsunk a 

fehérjében és így következtethessünk a funkciójára. A keresés kimutatta, hogy a DTLdown fehérjének 
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számos organizmusban létezik homológja, az élesztőtől az emberig. A legkonzerváltabb régiók 

metiltranszferáz motívumok voltak, mint a 9 aminosav hosszú metiltranszferáz Motívum I 

(VVDAFCGVG), a 7 aminosavas Motívum II (KADVVFL) és egy S-adenozil-L-metionin kötő régió.  

3.1.2. Schneider S2 sejtben a DTL a citoplazmában található  

DTL down elleni affinitás kromatográfiával tisztított poliklonális ellenanyagokat használtunk a 

fehérje sejtbeni lokalizációjának meghatározására Drosophila S2 sejtekben. Az S2 sejtekből sejtmagi 

és citoplazmatikus sejtkivonatokat készítettünk és blottoltuk az ellenanyagokkal. A western blot 

mindkét DTL izoformát a citoplazmában mutatta. Az immunolokalizációt ugyanezekkel az 

antitestekkel végeztük S2 sejteken. A pontosabb lokalizációhoz egér anti-tubulin ellenanyaggal együtt 

használtuk a DTL-ellenes antitesteket. Az ellenanyagok együttes alkalmazása azt mutatta, hogy a DTL 

és a mikrotubulus sejtbeni mintázata átfed egymással. 

3.2. A DTL fehérje emlős homológja 

3.2.1. Az emlős DTL-nek különböző izoformái léteznek 

DTL-t egy emlős vírus RNS-sel való kölcsönhatása révén találtuk meg. Ezért gondoltuk, hogy a 

DTL emlős homológjának karakterizálása segítséget nyújthat az ecetmuslica fehérje működésének 

megismeréséhez. Mivel a homológia a DTL és rokonai között a C-terminális régióra korlátozódik, egy 

olyan egér EST szekvenciát rendeltünk, amely nagymérvű hasonlóságot mutatott az említett 

szakaszon.  

Az in vitro tanulmányok elősegítésére poliklonális antipeptid ellenanyagot állítottunk elő egy 14 

aminosavas rész felhasználásával : EIPNSPHATEVEIK, ami a 44-57-ik aminosavat jelenti a rendelt 

szekvenciából. A közelmúltban egy másik csoport is leírta a DTL emlős homológját, amit PIMT-nek 

(PRIP Interacting Protein with Methyl Transferase domain) neveztek el. A DTL emlős homológját 

ezért PIMT-nek, az EST szekvenciát PIMT-C-nek fogom nevezni a félreértések elkerülése végett. 

Patkány szöveteket teszteltünk Western blot analízissel, hogy megállapítsuk a PIMT szöveti 

eloszlását. Az ellenanyag három specifikus csíkot mutatott. Egy 50 kDa-os fehérjét detektáltunk 

minden vizsgált szövetben, egy 90 kDa-os fehérjét agyban, szívben és tesztikuláris szövetekben és egy 

30 kDa fehérjét találtunk vese homogenizátumban. 

3.2.2. A PIMT 55 kDa izoformája a citoplazmában található és kolokalizálódik a 

mikrotubulussal 

HeLa sejtekben a PIMT ellenanyag csak egy 55 kDa fehérjét detektál. Ezt a rövidebb formát 

PIMT55-nek neveztük el. A HeLa sejteket citoplazmatikus és magi frakciókra bontottuk és Western 

blottal teszteltük, hogy a PIMT55 sejtbeni lokalizációját megállapíthassuk. Úgy találtuk, hogy a 

PIMT55 a DTL-hez hasonlóan a citoplazmában helyezkedik el. Immunolokalizáció során a PIMT55 

hasonló elrendeződést mutatott, mint a mikrotubulus sejtváz a DTL-hez hasonlóan. 

3.2.3. A PIMT C-terminális része kölcsönhat a WAIT-1 fehérjével 

Élesztő két hibrid kísérleteket végeztünk, hogy a PIMT interakciós partnereit azonosítsuk. 

Ezekben a kísérletekben a PIMT-C-t használtuk mint csalit, és humán vérből származó cDNS 
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könyvtárat teszteltünk vele. A legerősebb kölcsönhatást a WAIT-1 fehérje mutatta, az őt kódoló 

cDNS-t több független kísérletből megkaptuk. WAIT-1 az egér EED-nek és a Drosophila Extra Sex 

Comb (ESC) fehérjének az emlős homológja. 

3.2.4. A PIMT mennyiségének siRNS általi csökkentése sejtciklus eltolódáshoz vezet 

Annak érdekében, hogy többet megtudjunk a PIMT fehérje funkciójáról időlegesen 

lecsökkentettük a mennyiségét PIMT RNS specifikus siRNS-t használva. A PIMT és GFP specifikus 

siRNS-ek Donze és munkatársai által leírt módszerrel lettek szintetizálva (36). 

Az analízis azt mutatta, hogy az siRNS-ekkel kezelt sejtekben a sejtciklus eltolódott a nem kezelt 

kontrollhoz képest. Az eredményeink azt mutatták, hogy a kezeléstől számított 24h múlva a kezelt 

sejtek száma a G1 fázisban, 40 óra múlva a G2-ben, míg 48 óra elteltével a G2/M fázisban volt 

magasabb. 

3.2.5. PIMT55 expressziója megnövekszik az S fázis előtt 

Mivel a PIMT55 hiánya megváltoztatta a sejtek osztódási ciklusát, feltételeztük, hogy a fehérje 

mennyisége is változik a sejtciklus során. Ennek tesztelésére a sejteket különböző kezelések alá 

vetettük, hogy ne tudjanak átlépni bizonyos sejtciklus fázisokat. A sejtektől megvontuk a szérumot, 

így feldúsultak a G1 fázisban, hidroxiureát adtunk hozzájuk, így a G1/S fázis átmenetnél álltak meg és 

végül kolchicinnel kezeltük őket, ami azt eredményezte, hogy a sejtek nem tudtak kilépni a G2 

fázisból. Mindhárom mintából azonos mennyiségű fehérjét teszteltünk PIMT elleni ellenanyaggal 

Western blot kísérletben. Az eredmények azt mutatták, hogy a PIMT55 mennyisége megnövekszik az 

S fázisban. 

 

 

4. MEGBESZÉLÉS 

4.1. A DTL fehérjét a második nyitott leolvasási keret kódolja 

A DTL fehérjét egy érdekes gén kódolja, amely két nyitott leolvasási keretet tartalmaz. A második 

ORF egy evolúciósan konzervált fehérjét kódol az első stop kodonhoz képest egy bázispár 

eltolódással. 

A fehérje ellen készített specifikus ellenanyagot a specificitása megnövelésének érdekében 

affinitáskromatográfiával megtisztítottuk, és Schneider sejteket teszteltünk vele Western blottal. Két 

specifikus fehérjét detektáltunk, az egyik ~60 kDa tömegű volt, a másik ~120 kDa. A 60 kDa-os 

fehérje valószínűleg a második ORF terméke, míg a 120 kDa-os fehérje egy posztranszlációs 

modifikáción átesett formája lehet. 

4.2. A DTL fehérje homológjai 

Adatbázisokban számos DTL homológ fehérjét találtunk különböző organizmusokban. Munkánk 

kezdetekor ezeket a fehérjéket még nem írták le, csak EST-k reprezentálták őket. 

Zhu és munkatársai élesztő kéthibridben izoláltak humán máj cDNS könyvtárból egy magi 

receptor-koaktivátor fehérjét, amit PIMT-nek neveztek el, a PRIP fehérjét használva csaliként. A 
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PIMT cDNS egy 852 aminosavas fehérjét kódol, ami egy metiltranszferáz I motívumot 

(VVDAFCGVG) és egy nem variábilis szegmenst (GXXGXXI) tartalmaz, ami az RNS-kötő 

fehérjékben található K-homológia motívumokra jellemző. Immunofluorescens kísérletek azt 

mutatják, hogy a 92 kDa-os PIMT és a PRIP fehérje kolokalizálódik a sejtmagban. PIMT köt S-

adenozil-L-metionint, ami a metildonor a metilációs reakciókban, és köt RNS-t is, valószínűsítvén, 

hogy RNS metiltranszferáz funkcióval rendelkezik (38). 

Továbbá 2002-ben Mouaikel és munkatársai leírták a DTL élesztő homológját, a TGS1p nevet 

adva neki. Azt találták, hogy a TGS1p hipermetilálja bizonyos snoRNS-ek capstruktúráját. A fehérjét 

a sejtmagban a Cajal testben, és a citoplazmában detektálták, bár a citoplazmatikus változat funkciója 

még nem tisztázott (41). A kísérleteik szerint a humán TGS1 fehérje (hTGS1), vagy mint korábban 

neveztük PIMT, ugyanolyan karakterisztikával rendelkezik, mint élesztő homológja (42). 

4.3. A PIMT fehérje három különböző izoformája létezik a különböző szövetekben 

Western blotokban patkány szövetekben különböző izoformákat tudtunk detektálni. Egy 50 kDa-

os fehérjét detektáltunk minden vizsgált szövetben, Zhu és munkatársai által leírt 90 kDa-os fehérjét 

agyban és tesztikuláris szövetekben és egy 30 kDa fehérjét vese homogenizátumban találtunk. 

Továbbá a kísérletek többségében használt HeLa sejtekben egy 55 kDa-os izoformát detektáltunk. 

Zhu és munkatársai szerint a PIMT gén több mint 13 exonból áll (38). Ez azt valószínűsíti, hogy 

alternatív éréssel létrejöhettek az általunk talált különböző variánsok. Az adatbázisban fellelhető 

rövidebb EST-k is azt sugallják, hogy létezik alternatív éréssel létrejött formája a PIMT/hTGS1 

génnek. 

4.4. A DTL és a PIMT 55 kDa-os izoformája citoplazmatikus fehérje, és asszociálódik a 

mikrotubulusokkal 

Rovar, valamint emlős citoplazma és magi preparátumokon elvégzett Western blot azt mutatja, 

hogy a DTL és a PIMT 55 kDa-os formája a citoplazmában helyezkedik el. Immunolokalizációs 

kísérletek arra mutattak, hogy a két fehérje elhelyezkedési mintázata megegyezik a mikrotubuluséval. 

Az eredményeink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy a PIMT 90 kDa formája valószínűleg 

a magban található, míg az 55 kDa-os variáns a citoplazmában helyezkedik el. Azonban nyilvánvaló, 

hogy a fehérjecsalád legfőbb tulajdonságát, a citoszkeletális lokalizációját egyik fent említett 

publikáció sem említi. 

4.5. Az emlős DTL kölcsönhat a WAIT-1 fehérjével 

BLAST keresések és aminosavsorrend összehasonlítások azt mutatják, hogy a DTL és homológ 

fehérjék a C-terminális részen konzerválódtak. Ezért a további kísérletekben erre a régióra 

fókuszáltunk. Élesztő kéthibridben kerestünk interakciós partnereket a PIMT/hTGS1 C-terminálisát 

használva csaliként, humán vérből származó cDNS könyvtárban. Azt találtuk, hogy a WAIT-1 fehérje 

(NP_003788) kölcsönhat a PIMT/hTGS1-gyel. Megfigyelésünket alátámasztottuk deléciós mutánsok 

és nemspecifikus konstrukciók alkalmazásával. GST pull down esszével bizonyítottuk a kölcsönhatást 

in vitro. 
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WAIT-1 az egér EED (Embryonic Ectoderm Development) és a Drosophila ESC (Extra Sex 

Comb) fehérjék emlős homológja (39). Ez a két fehérje a polycomb család tagja, amelyek a 

génexpresszióban szerepet játszó faktorok DNS felismerőhelyének megváltoztatásában játszanak 

szerepet (43). 

4.6. A DTL funkciója 

A PIMT fehérje mennyiségének siRNS-ekkel való csökkentése a sejtciklus eltolódását 

eredményezte. Emellett a különböző sejtciklus stádiumokból származó fehérjeminták azt mutatják, 

hogy a PIMT mennyisége megnövekszik S fázisban. Ez egy újabb bizonyítéka a PIMT és a sejtciklus 

közötti kapcsolatnak. Korábban kimutatták, hogy a PIMT C. elegans homológjának (T08G11.4) 

kiütése rendellenes orsó kialakulásához, lassú növekedéshez és lárvális letalitáshoz vezet (47). 

Léteznek olyan eukarióta fehérjék, amelyek mint splicing faktorokat azonosítottak, de emellett 

szükségesek a normális sejtciklushoz is (48). Korábban élesztőben kimutatták, hogy a pre-mRNS érése 

és a sejtciklus között kapcsolat van (49,50). 

Ennélfogva a PIMT által okozott sejtciklus eltolódása megmagyarázható azzal, hogy a csökkent 

mennyiségű PIMT kevesebb snoRNS érésében tud részt venni, így az mRNS és rRNS érése nem lesz 

tökéletes. 

Azonban a C. elegansban megfigyelt abnormális orsó kialakulása arra mutat, hogy a PIMT/hTGS1 

fehérjének összetettebb szerepe lehet annál, mint hogy részt vesz az mRNS és rRNS érésében. Az a 

tény, hogy a PIMT55 kolokalizálódik a mikrotubulussal és kölcsönhat a WAIT-1-gyel arra utal, hogy 

részt vehet a sejt-sejt kommunikációkban és sejt-mátrix kölcsönhatásokban magasabb eukariótákban. 

Az orsó kialakulása kapcsolatba hozható a nagyon rövid asztrális mikrotubulusok aktin struktúrákkal 

való reakcióival (51). Valószínűleg az asztrális mikrotubulusok közvetítik a jelet a perifériáról 

(integrin vagy aktin sejtvázról). 

Másrészről tények igazolják, hogy nagy mennyiségű mRNS kötődik a sejtvázhoz (52). Ez arra 

utal, hogy léteznek olyan „általános” RNS-kötő fehérjék, amelyek ezt a kapcsolatot biztosítják az 

RNS-ek és a sejtváz között. A PIMT/hTGS1 55 kDa-os változata egyike lehet ezeknek az RNS-kötő, 

sejtváz asszociálta fehérjéknek. Erre utal, hogy a sejtben a citoszkeleton mentén helyezkedik el.  

 

 

5. KONKLÚZIÓ 

 Drosophila melanogaster schneider S2 sejtekben a DTL fehérje két izoformája létezik. A 60 kDa-

os fehérje egy belső riboszómális kezdőpontról képződik, míg a 120 kDa-os változat a 60 kDa-os 

fehérje posztranszlációsan módosított variánsa. Mindkét fehérje a citoplazmában található, és 

mikrotubulushoz kötődik. 

 A DTL emlős homológjának három izoformája fejeződik ki patkány szövetekben: 90 kDa-os 

izoforma az agyi és szívből származó szövetekben detektálható, az 55 kDa-os fehérje minden 

vizsgált szövetben megtalálható és a 30 kDa-os változat a vese szövetekben fejeződik ki. 
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 Humán HeLa sejtekben az 55 kDa-os fehérje található meg. A PIMT55, mint a DTL, 

citoplazmatikus fehérje és kolokalizálódik a mikrotubulussal. 

 Az emlős DTL a C-terminális végén keresztül kölcsönhatásba lép a WAIT-1 fehérjével. A WD 

ismétlődések által formált -propeller struktúra esszenciális a kölcsönhatáshoz. 

 Az emlős DTL siRNS-ekkel való gátlása a sejtciklus eltolódásához vezet. 
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