A pélyazatban elfogadott kisérleti koncepcionk azon alapult, hogy a Prod fehérje az eukromatikus DNS-
hez is kdzvetlenil szekvencia specifikusan kotédik, és ez alapjan eukromatikus célszekvencidk azonosithatok.
Mint az utolso részjelentésbél kiderllt a munkatervben leirt kisérleteket végrehajtottuk, am kb. 2004 nyarara
vilagossa valt, hogy azok negativ eredménnyel zarultak. Ez azt jelenti, hogy feherjénk eukromatikus kétédése
nyilvanvaldan elsésorban fehérje-fehérje kolcsdnhatasokon keresztll érvényesil. Ennek megfelel6en az utolsé
masfél évben alapvetéen megvaltoztattuk a kisérleti stratégiankat és két f6 iranyban indultunk tovabb. 1.,
Mivel a fehérje kozekvens telomerikus lokalizaciot mutatott megvizsgaltuk, hogy mi lehet a telomerikus
funkcidja. 2., Eleszté kettés-hibrid kisérlettel a Prod fehérjéhez kotddé fehérje partnereket azonositottunk. Mint
azt alabb bemutatom a telomreikus funkcid 1ényegét sikerult tisztaznunk, amibol két publikéacio kerult
benyujtasra. Az éleszté kettos-hibrid kisérlet (y-2-h) eredményei pedig tovabbi vizsgalatokhoz nydjtanak
alapanyagot.

1., Telomerikus funkci6:

A Drosophila telomerei 3 elkilenithet6 egysegbdl allnak: 1., A szabad DNS véget védo capping fehérje
komplexbél, 2., Az emlésok telomerdzaval analog modon a kromoszomaékat a replikacios rovidiléstdl megvédo
(azokat folyton hosszabbitd) retro-transzpozon repeatekbél, 3., Szubtelomerikus heterokromatinbol (TAS). 1.,
A capping komplexben ezidaig mintegy 9 fehérjét azonositottak, melyek a szabad DNS (kromoszoma) véget
szekvenciatol fliggetlendl felismerik és megvedik a degradaciotdl, amely egyebkeént a repair mechanizmuson
keresztil leblokkolnd a sejtciklust és a sejt/egyed pusztuldsahoz vezetne. A capping komplex tehat a
legfontosabb telomer komponens. 2., A linearis kromoszoma végeken a replikacio soran az utolsé Okazaki
fragment hely hianyaban nem tud kialakulni, ami a kromoszdma végek generacionkénti rovidilését okozna. Ezt
a problémat a telomeraz enzim oldja meg olymaodon, hogy minden replikécios ciklusban meghosszabbitja a
kromoszéma végeket. Dipterakban nincs telomerdz, hanem ezzel analég médon nem-LTR tipusu
retrotranszpozonok kromoszoma végekre ugrasa 6rzi meg a kromoszoma vegeket a rovidiléstol. Ennek
megfeleléen a muslica kromoszomak végei hosszu tandem HeT-A, TART és TAHRE nevii retrotranszpozonok
ismétlodéseibdl allanak, melyek kdzil a HeT-A a legabundésabb. 3., A retrotranszpozonoktol a kromoszéma
kdzepe felé haladva egy 15-26 kb. hosszi TAS-nak nevezett heterokromatikus szakasz kdvetkezik, amely
repetitiv DNS-bél all, és funkcioja kevessé ismert.

Els6ként azt vizsgaltuk, hogy a 3 szakasz kozul melyikhez kotédhet a Prod fehérje. A capping-komplex
mutansaira jellemz6 fenotipus a diploid kromoszoémak telomereinek fazidja. A prod mutansok mitotikus
kromoszéma preparatumai nem mutattak ezt a rendellenességet ami azt valoszintsitette, hogy a fehérjénk nem
a capping komplex része. Létezik egy olyan deléciét hordozé muténs torzs (a y* ), amely teljes mértékben
eltavolitja a TAS régi6t az X kromoszémardl. Megfestettiik a y* torzs, 6riaskromoszémait Prod ellenanyaggal
és azt talaltuk, hogy az X kromoszéman tovabbra is megmaradt a telomerikus lokalizacio. Ebbél arra
kdvetkeztettlink, hogy a fehérje nem a TAS régiohoz, hanem a retrotranszpozonokhoz kétédhet a telomereken.
A retrotranszpozon ismetlédés hossza egyedenkent kisssé valtozik, de létezik egy mutans torzs (Tel), amely
rendkivil hosszu retrotranszpozon ismétlédést tartalmaz a telomerein. Ezt a térzset normal vad tipushoz
keresztezve a homoldg kromoszomak végei jelentds hossz kiillonbséget mutatnak. Ezen heterozigota telomerek
Prod immunofestése sorén a tulnyuld szakasz teljes hosszaban intenziv festédést mutatott. Ez végképp
megerdésitette azt a feltevésiinket, hogy a fehérje a mutansban is a megndvekedett mennyiségi HeT-A
retrotranszpozonhoz kétédik, nem pedig a telomer cap struktirajahoz.



Ezutén tobbféle modszerrel megvizsgaltuk a Prod fehérjének HeT-A DNS-hez valo esetleges kotodeset.
1., Szonikalt muslica DNS-b6l GST-Prod fuzids fehérjével tortené GST-pulldown maodszerrel, 2., In vivo UV-
keresztkotés utan embriokbdl izolalt kromatinbol val6 Prod-immunoprecipitaldssal (IP), 3., In vivo
formaldehid-keresztkotés utan embridkbol izolalt kromatinbol valé Prod-immunoprecipitalassal. Mindharom
modszerrel izolalt Prodhoz k6t6dé DNS frakciot rendezett BAC konyvtarra hibridizaltuk az eredeti
munkatervben leirtak szerint. Ezutan HeT-A DNS hibridizalasaval megvizsgaltuk, hogy a BAC kényvtarbol
mely BAC klénok tartalmaznak HeT-A szekvencidkat. Ezutan leolvastuk, hogy a HeT-pozitiv klénok mutattak-
e hibridizaciot az el6z6 kisérletekben hasznalt Prod-ot koté probakkal. Azt talaltuk, hogy a HeT pozitiv klonok
80%-ét - bar alacsony affinitassal, de - szintén felismerte a Prod-szelektalt DNS frakcid is. Ez arra utalt, hogy a
fehérjenk gyengen kotheti a HeT-A DNS-t.

Ahhoz, hogy erre kdzvetlen bizonyitékot szerezziink megismételtiik az in vivo DNS-fehérje
keresztkotest, majd a tisztitott és szonikalt kromatinnal a Prod immunoprecipitalast. A koimmunoprecipitalodo
DNS frakciot ezuttal olyan filterre hibridizaltuk, amely a teljes HeT-A transzpozon szekvenciajanak ismert
restrikcios fragmentjeit tartalmazta. Azt talaltuk, hogy a Proddal koprecipitalodé DNS szakaszok a HeT-A
promoterének felelnek meg, de TAS szekvenciakhoz val6 kotédes igy sem volt kimutathatd. Mivel az UV
keresztkotes csupan a DNS-hez kdzvetlendil kapcsolodo fehérjéket keresztkoti a DNS-el ez azt jelenti, hogy a
Prod fehérje kozvetlentl kétédik a Het-A promoteréhez. Ezzel szemben az in vitro GST-pulldown kisérletek
soran csupan igen gyenge interakciot sikerult kimutatnunk a HeT-A promoterrel. Ezek a kisérletek arra utalnak,
hogy in vivo a kotést egyéb fehérjék stabilizalhatjak.

A telomerek hosszanak szabalyozasa a retrotranszpozonok transzkripcios szabalyozasaval képzelhet6 el,
és a promoterhez kotodoé Prod fehérje transzkripcios szabalyozo lehet. Ennek igazolasara kvantitativ real-time
PCR-rel megvizsgaltuk, hogy a heterozigdta prod mutans térzsben - melyet tdbb mint 10 éve tartunk fenn - az
idok sordn megvaltozott-e a HeT-A ismétlédések szdma, illetve a HeT-A gén transzkripcids szintje. Azt
talaltuk, hogy a retrotranszpozonok szama a vad tipuseval megegyezé maradt, de azok transzkripcids szintje
6,5-sz0r nagyobb mint a vad tipusé. Ez arra utal, hogy a Prod fehérje a HeT-A promoteren val6ban
transzkripcids represszorként mukaodik, azonban a megemelkedett transzkripcido 6nmagaban nem elegendé a
transzpoziciok gyakorisaganak megemelkedéséhez. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a mutansokban intakt
marad a cap struktdra, amely megakadalyozza a szabad DNS végekre torténé retrotranszpoziciot.

Ez az eredmény azért jelentés, mivel a Prod-on kivil idaig csupan két retrotranszpozonokhoz kétédo
fehérjet azonositottak, de azoknak sem tudjak a szerepét. Nem ismert a telomerikus Het-A repeatek kromatin
szerkezete sem, valamint az a szigor( szabalyoz6 mechanizmus, amely a kromoszoma végekre torténé ugrasuk
gyakorisagat megszabja. Tovabbi kutatasi iranyt jelent a kdtésben résztvevo szekvencia azonositasa in vivo
footprint-tel, valamint a Prod komplex egyéb fehérje tagjainak azonositasa, melyhez a y-2-h kisérlet
eredményei nyljthatnak segitséget.

2., Eleszté kettés-hibrid kisérlet.

Ezidaig 6 kdlcsonhato fehérjét azonositottunk: 1., Prod. 2., Pliohomeoticlike (Phl), 3., CG9797 egy nem
jellemzett cink-finger protein.4., CG8801 egy nem jellemzett GTP-kot6 protein, 5., Cystatin-like, egy cystein
proteaz gatlo fehérje, 6., CG4847 egy cathepsinK protein cystein-tipusi peptiddz aktivitassal.

Az elsé ezek kozul kilénosen fontos, mivel kordbbi munkainkban csak kdzvetett bizonyitékunk volt
arra, hogy a Prod multimerként kétédik a DNS-hez, és ez most kdzvetlen igazolast nyert. A Pliohomeoticlike
egy Polycomb csoportba tartoz6 DNS-kot6 fehérje, amely szupresszor komplexekbél ismert. Az ismeretlen
CG9797 cink-finger fehérje szintén kromatin alkotorész lehet. Ez a két fehérje partner azt mutatja, hogy a Prod



egyéb DNS-koto fehérjékkel kdlcsdnhatva kdtodik a kromatinhoz, és a kotéhelyek kombinacioja a DNS-en
alapvetéen megszabhatja a lokalizaciot. Az utolsé 4 interakcionak egyelére nem tulajdonitunk jelentéseget.

Jelenleg tovabbi 100 interakcidt mutato fehérje génje var szekvenalédsra. Az igéretesnek igérkezo fehérje
interakcidkat immunoprecipitalassal ellenérizzik, majd a kélcsdnhatasok genetikai bizonyitasaval
prébalkozunk. Mivel a phl mutansok beszerezhetok voltak, méar elkezdtik a phl-el valé genetikai kdlcsonhatas
vizsgalatat, valamint a mutansok kromoszéma festését.



