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Szakmai zarobeszamolo a ,,Telomer fehérjék miikodése, evolicioja és lehetséges szerepe

fajok képzodésében,, K 100969 OTKA palyazat teljesitésérol

A projektben telomer védelmet biztositd fehérjék szerkezetét, miikddését, evoluciods
valtozasat és a fajképzodésben feltételezett szerepét vizsgaltuk. Kisérleti rendszeriink alapjat a
Drosophila melanogaster dtl/tgsl gén vizsgalata jelentette. A gén két fehérje termék szintézisét
biztositja: a DTL fehérje a telomert védd terminin komplex része, TGS1 enzim pedig RNS
végeket modositd metiltranszferaz.

A projektben végzett munka célkitiizése volt a két fehérje szerepének megismerése elsdsorban a
telomer védelemben betoltott funkcidjukra koncentralva. A projekt teljesitése soran a
munkatervnek megfeleléen genetikai és biokémiai modszereket alkalmaztunk a fehérjék
funkciojanak elkiilonitett analizisére és aktivitasuk, valamint kolcsonhato partnerei jellemzésére.
Mivel a kromoszéma végi terminin komplex fehérjéit gyors evolicios valtozas jellemzi, mig a
telomer védelmében szerepet jatszo mas fehérjék evolicidosan konzervaltak, munkank kezdetekor
azt feltételeztiik, hogy a terminin fehérjék szerepet jatszhatnak uj fajok kialakulasahoz vezetd
szaporodasi korlat létrehozasaban. E hipotézisiink ellendrzésére bioinformatikai modszerekkel
meghatarozasara. A hipotézis kisérletes ellendrzésére kiilonboz6 fajokbdl szarmazo fehérjék
kozotti kolcsonhatast, komplex képzést és funkciondlis helyettesitést végeztiink, annak
megerdsitésére vagy elvetésére, hogy a fehérjék megvaltozasa hozzajarulhatott-e fajok

elkiiloniléséhez.

1. Létrehozott specifikus reagensek és kisérleti rendszerek

1.1. Drosophila melanogaster genetikai konstrukciok a dtl/tgsl gén szerepének vizsgalatara
A Drosophila melanogaster telomer védelemben ¢és snRNS trimetil-guanozin-sapka
kialakitasaban résztvevo dtl/tgsl bicisztronikus gén analizisére transzgéneket és azokat specifikus
genetika hattérben kifejezni képes genetikai rendszert hoztunk létre. A kialakitott genetikai
konstrukciok lehetové tették, ill. teszik a komplex gén egyes elemeinek elkiilonitett vizsgalatat
valamint azt, hogy a gének szerepét a testi sejtekben és az ivarvonal sejtjeiben elkiiloniilten

vizsgaljuk. A legfontosabb transzgének vazlatos rajzat az 1. dbra tartalmazza:
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1. abra A dtl/tgs bicisztronikus gén analizisére létrehozott transzgének vazlatos szerkezete. A két

cisztront uORF és dORF jeloli, elobbi terméke a DTL/Moi fehérje, az utobbié a TGS1.

1.2. Mas Drosophila fajokban terminin fehérjéket kodolé gének eléallitasa, expresszioja, és
miikodés vizsgalatara alkalmas rendszerek

A telomer komplex kialakitasaban szerepet jatszo fehérjék fajok kozotti funkcionalis
hasonlosaganak vizsgalatara a D. melanogasteren kiviil a D. virilis és D. yakuba torzsekbodl is
eléallitottuk a komplexet felépitésében feltételezetten résztvevo fehérjék (DTL/Moi, HOAP,
HipHop, Ver, HP1) génjeit. E munka lépéseit a megfeleld cDNS eldéllitasa jelentette, majd annak
szekvencia analizise szerkezeti épségének bizonyitasara, expresszios klon eldallitasa, a fehérje
expresszio bizonyitasa S2 rovar sejtekben, kromoszémaba €pitésre alkalmas transzgén eldallitasa
¢s annak beépitése, majd funkcionalis vizsgalata. Egy példat a rovar sejttenyészetben sikeresen

expresszalt fehérjék egy csoportjarol a 2. abra szemléltet.
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2. abra Western blot D. virilis és D. yakuba terminin fehérjék Schneider (S2) sejtekbe
transzfektalt plazmidokrol térténd expressziojanak ellendrzésére.

Az expresszalt fehérjék kozotti kdlcsonhatasokat ko-immunoprecipitacid modszert alkalmazva
vizsgalatuk két, vagy tobb fehérje termelést biztositd plazmidot kotranszfektalva S2 sejtekbe. Az
nyert eredmények megerdsitik a heterolog rendszerben nyert kdlesonhatasi mintazatra vonatkozo
adatokat (lasd késobb). A két, vagy tobb fehérje tranziens ko-expresszidjat kovetden
immunprecipitacioval nyert kisérleti eredmények esetenként fontos adatokkal szolgaltak a
fehérjék kolcsonhatasarol, értékelésiik ugyanakkor csak kelld kritikaval tehetdé meg, mert a
taltermelt fehérjék kozott olyan kolcsonhatasok is létrejohetnek, amelyek in vivo viszonyok
mellett a normal mennyiségben képzodo fehérjék kozott nem alakulnak ki.

A fehérjék in vivo vizsgalatara transzgenikus allatokat hoztunk Iétre telomer funkcidban hibas
Drosophila melanogaster mutansok fenotipikus menekitésére. A genetikai analizis j61 miikodott a
bicisztronos gén két terméke funkcidjanak elkiilonitésére. Azok a probalkozasok azonban,
amelyekben D. melanogaster terminin funkciot mas Drosophila fajbol szarmazo terminin fehérje
génjének bevitelével probaltunk helyreallitani és az igy 1étrejott telomer szerepét a speciacioban
vizsgalni nem adtak egyértelmiien értékelhetd eredményt. A kisérleti rendszer 0sszetettsége nem
adott lehetdséget a hatas egyértelmli kimutatasara. A terminin fehérjék speciacidoban jatszott
lehetséges szerepére ezért elsdésorban az in vitro komplex képzodési kisérletek alapjan

kovetkeztettiink (lasd késobb).

1.3. A terminin komplexben részt vevo fehérjék expresszioja heterolog rendszerekben
A feltételezett telomer fehérjék heterolog rendszerben torténd eldallitasat azzal a céllal

végeztik, hogy a nyert fehérjék kozotti komplex képzodést kontrolalt feltételek mellett
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tanulmanyozhassuk. Ebben a megkozelitésben olyan plazmidokat alakitottunk ki, amelyek
baktériumsejtekben egy, vagy egyidejileg két-harom, sot ot fehérje termelését biztositjak
egyetlen sejtben. Szamos probalkozast kovetden sikeriilt olyan modszert kidolgozni, amelyikkel
valdéban megvalosithatd volt az 6t vizsgalt fehérje oldhato allapotban torténd ko-expresszidja (3.
abra). A fehérjéket specifikus ellenanyagokkal, az egyes fehérjékre épitett epitopok segitségével
¢s tomegspektrografiaval azonositottuk. A termelt fehérjéket kromatografias modszerekkel

tisztitottuk, komplexek és alkomplexek Iétrejottének kimutatasara.
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3. abra SDS poliakrilamid gélek Drosophila melanogaster terminin fehérjék baktériumban
tortént expressziojanak kimutatasara. A, terminin komplex feltételezett alegységei, B; az egyes
fehérjék expressziojanak és oldhatosaganak kimutatasa azokat kiilon-kiilon, vagy egyiitt
expresszalo sejtek kivonataban (L: molekula tomeg kontrol, W: teljes sej kivonat, S: feliiluiszo,

NC: kontrol feliiluszo plazmidot nem tartalmazo sejtbol, P: csapadék frakcio).

A baktériumban torténd expresszido soran fellépd aggregacid, valamint az esetleges poszt-
transzlacios modositasok szerepének vizsgalatara, a vizsgalt fehérjéket a baculovirus expresszios
plazmidokat hasznalva, Sf9 rovarsejtekben is eldallitottuk egylittmiikodo partnerek segitségét
kérve ehhez. A DTL/Moi fehérje kolcsonhatasainak vizsgalata késobb igazolta ennek a
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megkdzelitésnek az indokoltsagat, mert egyes interakciokat tekintve a pro- és eukariota sejtekben

expresszalt fehérje eltérést mutat (lasd késobb).

2. Eredmények

2.1. A Drosophila telomer védelemben szerepet jatszo fehérjék evolucioja

Feltételezés szerint a Drosophila telomert egy, az emlds telomereket védod shelterin
komplexszel funkcionalisan azonos szerepet jatszé komplex (terminin) alkotja, amelynek tagjai a
HP1-ORC associated protein (HOAP), HP1-HOAP interacting protein (HipHop), Verrocchio
(Ver), Drosophila Telomere Loss/Modigliani (DTL/Moi) és a Heterochromatic Protein 1 (HP1).
A palyazat egyik célkitlizése volt annak a hipotézisnek a vizsgalata, hogy e komplex
alegységeinek a gyors evollicios valtozasa szerepet jatszhat-e a fajképzodésben. Ehhez a
fajt tekintve. Bevontunk tovabba az Osszehasonlitasba paralogokat is, amelyek egy részének
szOvet specifikus szerepe van. Az 9sszehasonlitdsokkal azt vizsgaltuk, hogy az érintett fehérjék
teljes részében azonos-e a mutdcidk okozta aminosav cserék mértéke, vannak-e kitiintetett
domének, amelyek eltérd sebességli valtozast mutatnak és felismerhetd-e ko-evolucioé egymassal
kdlcsonhato fehérjék kapcsolodasi régidiban? Az analizis eredménye annak kimutatasa, hogy az
aminosav cserék mértéke még egyetlen fehérjén beliil is nagyon jelentds mértékben eltér a fehérje
egyes régioit tekintve. Az evolicios valtozas, ill. megtartottsag tehat nem teljes fehérjékre, hanem
inkabb fehérje doménekre alkalmazhaté megallapitasok. Az Gsszefoglald 4. abra a szinonim és
nem szinonim aminosav cserék aranya mutatja teljes fehérjékre, illetve ahol azonosithatok
domének, azokra szamolva. A globin és Lhr példak konzervalt és gyors evoluciot mutatd
fehérjékre, ami jol szemlélteti a Drosophila fehérjék nagyfoku evolicios valtozékonysagat
valamint azt is, hogy ennek ellenére egyes részeik — pl. HP1 chromo shadow ¢s HipHop C-
termindlis domén — erdsen megtartottak. Az 5. dbra a vizsgalt fehérjék Drosophila fajokban
azonosithatd rokonai kozotti homologia mértékét mutatja. Minden oszlopocska az adott
pozicidoban konszenzusnak tekinthetd aminosav megtartottsagat jeldli, esetenként 20 vagy még

tobb fehérje 6sszehasonlitasaban.



OTKA K100969 6/15 Boros I: Telomer proteins

Il Whole proteins

Domains 1

ge pN/pS val
I
3
=
—
=
.
_
—
(S

c

ap interacti

HP1-Ho:

HP1 HOAP

ks

ipHop

4. abra A szinonim és nem szinonim aminosav cserék aranya a Drosophila terminin komplex

kialakitasaban részt vevo fehérjékben

<t N
5. abra
Lhr “WWWWHE ., Drosophila terminin fehérjék evolicios

BESS motif.

82 164 o
00O O T
Chromo d inge Cliromo shadow domain

100
0%
lomain Hi

megorzottsége. Minden oszlop egy

aminosavat jelol, az oszlop magassaga

ton bR L L o kil megfelel a konszenzus aminosav eléforduldsi

HMG-like domain Proline rich region
I 100%
%

puriogs. iyl AL AL

gvakorisaganak az adott pozicioban. Kék

i

szinnel a deléciok elofordulasanak helyeit

HOAP and i o eloltiik
100%
Hipfop R AL
'HP1-HOAP interacting. domain Linker Conserved C-terminal
rorio, UMt L RN
-] interacting domain Linker Conserved C-terminal
HipHop and | ]| i [ VT M DT
oot LA AL el MR
-l interacting domain Linker Conserved C-terminal

er: |k 0L

I 100%
0%

01Vt |, ool

Bl Frequency of consensus amino acid among multiple aligned sequences
Il Frequency of gaps among multiple aligned sequences




OTKA K100969 7/15 Boros I: Telomer proteins

Az egyes fehérjék evolucids valtozasa alapjan szamos megallapitas tehetd szerepiikrol és
kdlcsonhatasaikra. A HOAP fehérje HMG-like doménje példaul sokkal konzervaltabb, mint a
fehérje tobbi része, 6sszhangban azzal, hogy ez a régio vesz részt a szintén konzervaltabb HP1-el
val6 kapcsolodasban. A dtl/tgs gén két cisztronjaban eltéré az aminosav cserék sebessége. A
telomert védo funkcioban szerepet jatszo DTL-t kodold rész gyors, mig a kis RNS-ek sapka
szerkezetének kialakitasaban szerepet jatszo enzimet (TGS1) kodolo rész, kiillondsen annak a
metiltranszferaz domén része, sokkal lassabban valtozo. Ezek a megallapitasok felhaszndlhatok a

fehérjék kolcsonhato részeit térképezé munkakban.

2.2. A terminin komplexet alkoté fehérjék kolcsonhatasai

A DTL fehérje és a feltételezett terminin komplexet alkotd tobbi fehérje kolcsonhatasait tobb
rendszerben vizsgaltuk kisérletes. A tobboldali megkdzelités elsddleges oka az volt, hogy a
vizsgalt fehérjék eldallitasa kisérletekre alkalmas mennyiségben és forméaban rendszeresen
gondot okozott: a bakterialis expresszié esetén az oldhatatlansag, az eukariota sejtekben tranziens
transzfekciot kovetden koexpresszalt fehérjék esetén pedig a mennyiségi korlatok jelentettek
akadalyt a komplex tisztitasi eljardsoknak. Ezért a két modszerrel eléallitott fehérjék
hasznalataval nyert adatok mintegy egymas megerdsitésére szolgalnak.(Bar stabil expressziot
biztositd rendszereket is kialakitottunk, mind emlds, mind rovar sejteket hasznalva, ezekben
egyedi fehérjéket termeltettiink és azokat mas kisérletekben hasznaltuk). A baktériumban
kifejezett fehérjék viselkedése alapjan a kiilonbo6zo tisztitasi eljarasokban tobboldaluan
kimutattuk stabil fehérje szub-komplexek képzddését a terminin fehérjékbol (6. abra). Nem volt
ugyanakkor egyik megkdzelitéssel sem olyan komplex 1étezése kimutathatd, amelyik a
feltételezett terminin komplex valamennyi tagjat tartalmazta volna. Ennek alapjan a komplexr6l

eddig k6zolt adatok modositasat javasoltuk.
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6. abra Drosophila melanogaster terminin fehérjék ko-eliicioja stabil terminin al-komplexek

letére utal. A; Terminin fehérjéket expresszalo baktérium sejt kivonat heparin sepharozon nyert

frakcioi. B, az el6bbi minta szamokkal jelolt fehérjéinek azonositisa tomegspektografiaval. C; az

A7 részen 8-12 szammal jelolt frakciok tovabbi analizise gélsziiréssel a stabil alkomplexek

kimutatasara.
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2.3. Eltéré fajokbol szarmazo terminin komponensek kolesonhatasa

A fehérjék ko-expresszioja lehetoséget adott annak kisérletes ellendrzésére is, hogy a vizsgalt
fehérjék gyors evoliciot mutatod részei részt vesznek-e a kdlecsonhatasokban. Megvizsgaltuk,
hogy az egyes D. melanogaster telomer fehérjék ko-expresszidjaval kialakulo kolcsonhatasok
1étrejonnek-e akkor is, ha egyet-egyet azok koziil mas Drosophila fajbol szarmazoval
helyettesitiink. E kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a D. melanogaster DTL és D. yakuba
DTL fehérjék ugyanolyan hatékonyan képesek kdlcsonhatasok kialakitasara (7. abra).
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7. abra Eltéré Drosophila fajok (melanogaster és yakuba) terminin fehérjéi kozott kialakulo

alkomplex kimutatasa heparin agaroz kromatografiaval és gélsziiréssel.

Tranziens expresszioval tobb Drosophila faj (virilis, yakuba) termimin fehérjéit eldallitottunk S2
rovarsejtekben.  Ezekkel ko-immunprecipitacid  kisérleteket végeztink kdlcsonhatasok
térképezésére. Az eredmények megerdsitik a baktériumban termelt fehérjék hasznalataval kapott
adatokat, amennyiben kolcsonhatast mutattunk ki a HOAP-DTL és HP1-DTL fehérjék kozott
ezzel a modszerrel is. Ebben a kisérleti megkdzelitésben is kimutathatok a kolcsonhatasok
kiilonb6zd fajokbol szarmazo fehérjék kozott is, ami az eldbbiekkel 6sszhangban nem tdmasztja

ala a telomer komplex szerepét fajok elkiiloniilésében. Ugyanakkor megemlitendd, hogy e
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kisérleti megkozelités eredményei a fehérjék taltermelt mennyisége miatt csak kritikaval
értékelhetok. Az eredmény tehat nem tamasztja ala azt a feltételezést, hogy a DTL fehérjén at
megvalosuld kolesonhatasok faj specifikus telomer védelmet hataroznak meg, ezzel 1j fajok
kialakulasara vezetd elkiiloniilést elosegitve. Ezzel 6sszhangban allnak a rovar sejtekben ko-
expresszalt fehérjek kozott kimutatott kolcsonhatasok is. Tovabba azok a megfigyelések is, hogy
D. melanogaster egyes terminin mutacidi mas Drosophila faj (virilis és yakuba) eredetii gén
termékével legalabb részlegesen helyreallithatok.

Osszességében tehat ezek az eredmények nem erésitik meg azt a felvetést, hogy a telomer végen
kialakulé fehérje szerkezet olyan elhatarolast jelent a kiilonb6z6 Drosophila fajok kozott, ami a
speciaciohoz vezet. Ugyanakkor annak a megfigyelése, hogy egyes fehérjék kozott a
kolcsonhatas fennall fajok kozott is és egyes eltérd fajokbol szarmazod fehérjék egymas hatasat
helyettesiteni képesek nem cafolja egyértelmiien azt, hogy esetleg mas telomer fehérjék
jatszhatnak ilyen szerepet. Ennek vizsgalatara — amennyiben erre sor keriil — jo alapot adnak az

egyes fehérjék evoliucios megdrzottségeben kimutatott, az elobbi fejezetben targyalt adatok.

24. A DTL fehérje lokalizacioja, kolcsonhatasa a kromatinnal és szerepe DNS torések
javitasaban.

A DTL fehérje DNS torésben jatszott szerepének kimutatasara a fehérje HA és FLAG epitoppal
jelzett formajat stabilan expresszald Drosophila sejtvonalakat (S2) hoztunk Iétre (8. abra).

] 4 &
N by
M A

HA-DTL DAPI MERGE ENLARGE

HA sejtvonal

8. dbra D. melanogaster DTL fehérje HA epitoppal jelolt formajanak expresszioja S2

rovarsejtekben, immunfestéssel és western blottal kimutatva
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A sejtvonalat hasznalva kromatin immunoprecipitacioval (ChIP) kimutattuk, hogy a fehérje a
sejtben preferencialisan kotédik a kromoszoma végeken talalhatd retrotranszpozon

szekvenciakhoz (9. abra).
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9. abra ChIP kisérlet eredménye a DTL fehérje lokalizaciojat a telomer-specifikus

Input szazalék

retrotranszpozon szekvencidakon jelzi

A DTL fehérje kolcsonhatasat a kromatin felépitésében szerepet jatszo fehérjékkel vizsgalva
felfigyeltiink arra, hogy a baktériumbdl és rovar sejtbdl tisztitott fehérjék eltérden viselkednek
amennyiben a baculovirus rendszerrel rovar sejtben eléallitott DTL fehérje erds és specifikus
kolcsonhatast mutat a H1 linker hisztonnal, mig a baktérium sejtben eldallitott fehérje nem
mutatja ezt a kolcsonhatdst (10. abra). Feltételezésiink szerint ennek oka a fehérje poszt-

transzlacios modositasa lehet. A modositas természetének feltarasara kisérleteket kezdtiunk.
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10. abra Far-western kisérlet a DTL és HI hiszton kélcsénhatdasanak kimutatasara. Az also sor
jobb oldalan bemutatott festett SDS-akrilamid fehérje gél feldarabolva lathato a felsé sorban
azonositva és jelolve rajta az egyes fehérjéket. Az also sorban az A, B és C részek a gélrdl
keszitett nitrocelluloz membran baculo virusban termelt (A), E. coli baktériumban termelt (B), és
tires feherje kivonattal (C) ,,elohivott” képei. Egyértelmiien latszik a kapcsolodas az eukariota
sejtben termelt DTL és HI kozott, mig mas hiszton ill. a baktérium sejtbol szarmazo DTL nem

mutatja a kolcsénhatast.

A DTL fehérjét stabilan termeld S2 sejtek felhasznaltuk arra is, hogy a fehérje DNS kettds
torések javitasaban jatszott esetleges szerepét tisztazzuk. Kettdsszala DNS toréseket indukaltunk
a sejtekben és azt vizsgaltuk, hogy kimutathato-e a fehérje specifikus felhalmozodasa a
toréseknél. A toréspontokat az azok kdrnyezetében specifikusan felhalmoz6do H2 hiszton varians
- gammaH2Av - kimutatasaval azonositottuk. A DTL fehérje kimutatasara pedig a hozza kapcsolt
HA-ellenes ellenanyaggal festettiik a sejteket. Az eredmények arra utalnak, hogy DNS toréseket
indukalva a sejtekben a DTL fehérje lokalizacidjaban valtozas mutathatdé ki. A DTL
elhelyezkedése azonban nem felel meg pontosan a kromoszoéma torések helyén felhalmozodo

H2Av hiszton forma elhelyezkedésének (11. abra). A kisérleti eredmények alapjan tehat azt
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allapithatjuk meg, hogy ha a DTL részt vesz a kettésszala DNS toréseket kovetd javitdsban, azt

nem kozvetlenil a torésekhez lokalizalva teszi.

YH2AV DTL MERGE

11. abra DNS toréseket tartalmazo sejtmagvak a specifikus ellenanyagokkal immunfestve a H2Av

és a DTL fehérje lokalizaciojanak kimutatasara.

2.5. A dtl/tgs gén genetikai analizise és szerepe az ivarvonal sejtjeiben

A dtl/tgsl gén termékeinek elkiilonitett vizsgalatara végzett kisérletek, amelyekben
mutans allatokban a funkcidt transzgénnel allitottuk helyre megerdsitették, hogy mig a DTL
fehérje hianya a kromoszéma fuziok kialakuldsa miatt okoz letalitast, a bab és a babbol torténd
kikelés fazisaban, a TGS1 fehérje hianya az aberrans RNS érés miatt végzetes a vandorl6 larva
stddiumban és a babozodas kezdetekor. A pUAST transzgén konstrukciokkal kiilon-kiilon
visszajuttatott dtl/tgs ORF1-et ¢s ORF2-et kddold génszakaszok ugyanakkor azzal a meglepd
eredménnyel szolgaltak, hogy az F1 generacid ndstény egyedei sterilek voltak. Az altaluk rakott
peték ventralizacidos fenotipust mutattak, a dajkasejtek sejtmagjai rendezetlen, lebenyes
szerkezetet vettek fel. Mivel a pUAST plazmidokban a transzkripcidszabalyozd régié nem
biztosit expresszidt a csiravonalban, ezek a megfigyelések arra utaltak, hogy a drl/tgs fehérje
terméke(i) alapvetd fontossagliak az oogenezisben. A gén termékei sziikségesek a normalis
peteképzéshez, hianyukban megvaltozik az oocitat taplald dajkasejtek morfologiaja, a
szignalizaciés utvonalban zavar keletkezik, mely a follicularis sejtek aberrans mukodését,
megrovidiilt petét és hati fiiggelék kialakitasat vonja maga utan.

A legszembetlindbb valtozas a peteképzési folyamat 4. és 5 fazisaban kovetkezik be. A
vad tipusu allatokban ebben az idészakban a dajka sejtek magja lebenyes szerkezetli €s

kondenzalt az 5. fazisra azonban nagymértékben dekondenzalodik a kromatinszerkezet
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atrendezodésére utalva. A TGS1 fehérje hianyaban ez a dekondenzacié nem valosul meg és a
sejtmagok lebenyes szerkezete a késébbi petefejlodési stidiumokban is megmarad, ami a peték

elpusztulasahoz vezet (12. és 13. abra).

12. abra Fejlodo Tgs mutans Drosophila pete dajkasejtjeiben (balra) a kromatin kondenzalt és

lebenyes szerkezetii marad, ellentétben az ugyanabban a fazisban lévé vad tipusuval (jobbra).
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13. abra Fejlodo tgs mutans Drosophila peték a peteképzddés 5 fazisaban elpusztulnak

2.6. Transzkriptom analizis a TGS1 szerepének analizisére

A genetikai kisérleteket a TGS fehérje ivarvonalban jatszott szerepének vizsgalatara a
génmiikddés valtozasok analizisével egészitettiik ki. A teljes Drosophila transzkriptom
Osszetételét vizsgaltuk TGS a hianyaban, az ivarsejtekben 0j generacios szekvenald késziilékkel
végzett teljes RNS szekvencia analizissel. Az NGS technikaval megvalésitott kisérletek

értékelése szerint a TGS fehérje hianyaban 17 200 azonositott géntermék kozott 918 db mutatott
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jelentds szintvaltozast az ivarvonalban. Ezek kozott 635 mennyisége csokkent és 283 mennyisége
novekedett szignifikdns mértékben. A metilaz hianyaban elmarad az RNS trimetil-sapka
képz6dés. Minden bizonnyal az ezzel okozott génmiikodés valtozasok vezetnek a petefejlodés
megrekedéséhez. A fenotipus alapjan feltételezhetd, hogy a TGS1 miikddésével metilalt RNS
molekuldk szerepet jatszanak a kromatin atrendezddésben, ami hidanyukban elmarad. Erdekes
moddon a TGS1 fehérje hidnyéra az 4llatok a nukleinsav €s elsdédlegesen az RNS
metabolizmusban szerepet jatszo gének magasabb szintii kifejezésével valaszolnak. Annak

kideritésére, hogy ez a feedback szabalyozas hogyan valosul meg tovabbi kisérleteket végziink.
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14. abra A Tgs mutdcio hatasara legjelentosebb a valtozas a nukledris és foként az RNS
metabolizmust érinté géneknek megfelelé RNS-ek mennyiségében.

A projekt eredményeirdl tobb hazai és nemzetko6zi konferencian beszamoltunk. (Vedelek Balazs,
Innovations in Science, Szeged; Grézal Gabor FEBS, Parizs; Boros Imre EMBO IMB Nuclear
RNA, Mainz.
Két hallgato készitett és védett sikeresen a témaban végzett kisérleti eredmények alapjan
szakdolgozatot (Sarnyai Farkas MSc, Hollandi Réka BSc.)
Egy hallgaté PhD dolgozata anyagéban készen van, a védés a kozeljovoben varhato.
A terminin fehérjék evolucidjara, a terminin komplex és al-komplexei képzddésére €s a terminin
fehérjék fajképzodésben feltételezett szerepére vonatkozo kisérleti adatokat mar kozleményben
megjelentettiik. A dtl/tgs gén ivarvonalban jatszott szerepére vonatkozo adatok kozlése

elokésziiletben van.



