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BEVEZETES 5

1 BEVEZETES

1.1  Altalanos bevezetés és célkitiizés

A magasabbrendli eukaridta szervezetek minden egyes sejtje ugyanazt a genetikai
informaciot hordozza, dm ez a kiilonboz6 sejtekben kiilonféle mdédon hasznaldédik fel. A
kiilonbozo sejtek fejlodési programjuknak megfelelden epigenetikus faktorok segitségével
kiilonb6zd géneket expresszalnak, vagy kapcsolnak ki. Ha ez a specifikus génexpresszids
mintazat idében vagy térben nem megfelelden jon Iétre, a morfologiai fejlédés hibakat
szenvedhet. A fejlddésbiologia, azon beliil is a fejlodésgenetika 0 feladata azon genetikai
szabalyzasi utak feltérképezése, amelyek a kiilonbozé sejtvonalak génexpresszids mintazatat
idében ¢€s térben kialakitjak, illetve fenntartjak, igy biztositva a sejtek determinaciojat, illetve
a késobbi feladatukra valo specializaciojat.

A génexpresszid epigenetikus determinacidjanak létrejottéhez elengedhetetlen a korai
morfogén faktorok megfeleld eloszlasa, ez azonban nem elegendd a zavartalan biokémiai €s
morfoldgiai differencialédashoz, a korai faktorok altal kialakitott génexpresszids mintdzatot
idében ¢s térben fenn kell tartani az egyedfejlodés soran.

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) nagyon hasznos modellnek bizonyult
ahhoz, hogy megérthessiik a sejtek korai determinacidjanak, illetve a létrejott génexpresszids
mintazat fenntartdsanak mechanizmusait. Az is bebizonyosodott, hogy az ecetmuslica
egyedfejlodésérdl szerzett ismeretek hatékonyan hozzajarulnak az emlésok egyedfejlodésének
genetikai szempontbdl vald vizsgalatdhoz, mert nem csupan a génexpresszidos mintazat
fenntartasanak mechanizmusa hasonlo az ecetmuslicaban és az emlosokben, de ezen mintazat
megOrzését biztositd epigenetikus faktorok is homologiat mutatnak.

A korai Drosophila embrioban a determindcidt anyai hatast morfogén faktorok

gradiensei inditjak el. Ezek a faktorok az embrid anterior és poszterior, illetve dorzalis €s
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ventralis részein eltérd mintazatban kapcsoljak be a zigota gap-génjeit. A gap gének eltérd
mintazatt aktivitasdnak a kovetkezménye a pair rule-, illetve szegment polaritasi gének
megfeleld helyen és iddben valo aktivalodasa. A korai zigotikus faktorok differencidlis
expresszidja vezet a homeotikus gének szelvényspecifikus kifejezddéséhez (1.2.1.4 fejezet).

A homeotikus gének olyan konzervalt mestergének (transzkripcids regulatorok),
melyek az egyedfejlodés soran kordn bekapcsolnak, €s mindvégig aktivak maradnak.
Expresszidjuk szelvényspecifikus, szerepiik az, hogy az altaluk szabdlyozott végrehajtd
geéneken keresztiil kialakitsdk az adott szelvény identitasat.

A Drosophila melanogaster homeotikus génjei két nagy homeotikus génkomplexet
alkotnak. Az Antennapedia-komplex (ANT-C) a fejtdl a kozéptorig, a bithorax-komplex (BX-
C) a kozéptortdl hatrafelé elhelyezkedd szelvények identitdsdnak kialakitasaért felelos
(1.2.1.1 fejezet).

A BX-C harom homeotikus gént kddol (Ultrabithorax, abdominal-A, Abdominal-B),
melyek a komplex hatdsa alatt allo kilenc szelvény identitasat nagy kiterjedési,
szelvényspecifikus cisz-regulator elemek segitségével képesek meghatarozni (1.2.1.2 ¢és
1.2.1.3 fejezetek). Minden egyes szelvényben egy Ujabb cisz-regulator elem kapcsol be (valik
aktivva a kromatinszerkezete), és ennek hatasara egy jabb homeotikus gén aktivalddik, vagy
az el6zd szelvényben is aktiv homeotikus gén expresszids szintje emelkedik meg (1.2.1.4
fejezet).

Ahhoz, hogy a homeotikus gének koran kialakult expresszids szintje valtozatlan
maradjon a teljes egyedfejlédés soran, két nagy géncsoport altal kodolt fehérjék jarulnak

hozza. A POLYCOMB-csoportba (PCQG) tartozo fehérjék a cisz-regulatorok inaktiv allapotanak

crcr

crocr

fejezet).
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A Polycomb-gének dozisanak csokkenése a bithorax-komplex funkcionyerésének
megfeleld fenotipust okoz (minden szelvény a mogotte elhelyezkedd szelvényre hasonlit),
mig a trithorax-csoport mutansai a bithorax-komplex funkcidvesztéses fenotipusat alakitjak ki
(minden szelvény az eldtte elhelyezkedd szelvényre hasonlit). A Polycomb- illetve trithorax-
csoport tagjai egymadssal genetikai kdlcsonhatdst mutatnak: azonos csoportba esd gének
mutaciéi egymas fenotipusat altalaban erdsitik, mig az ellentétes hatasti gének mutécioi
szuppresszaljdk egymdast. A POLYCOMB, illetve TRITHORAX-csoportba tartozod fehérjék
tamadaspontja a homeotikus gének cisz-regulatoraiban talalhat6 PRE- (Polycomb Response
Element), illetve TRE-szakaszok (TRE: Trithorax Response Element) (1.2.2.2, 1.2.2.3 ¢és
1.2.2.4 fejezetek).

A Polycomb- ¢s trithorax-csoport génjeit eddig leginkdbb az 4altaluk okozott
homeotikus fenotipus alapjan, illetve az egyes mutaciok egymdsra gyakorolt erdsitd vagy
gyengitd hatdsa alapjan izolaltdk. A Polycomb- ¢&s trithorax-csoport eddig ismeretlen
tagjainak azonositasa c€ljabol laboratoriumunkban hasznaltunk olyan érzékenyitett rendszert
(Fab-7°; Frontabdominal-7°) is, mely a bithorax-komplex egy szenzitiv mutacidja révén
alkalmas a homeotikus miikdést fenntarté gének doézisanak valtozasait érzékelni (1.2.2.5 és
1.2.2.6 fejezetek). A kiilonféle érzékenyitett rendszerek (pl. Mcp és Fab-7°) mas és més
POLYCOMB- és TRITHORAX-fehérjék mennyiségére érzékenyek.

A bithorax-komplex kiilonb6z6 szakaszait tartalmazé transzgenikus konstrukciok egy
ujabb lehetdséget nyujtanak a Polycomb- és trithorax-csoportba tartozd gének hatasdnak és
specificitdsanak feltérképezésére. A cisz-regulatorokban talalhatd silencer-elemet hordozo
transzgenikus konstrukciok hajlamosak a genomikus, endogén PRE szakaszok kozelébe
beépiilni (homing), ¢és azokkal kolcsonhatva a transzgenikus konstrukcioban talalhatod
riportergén transzkripcidjanak gatlasat kialakitani. Ha a PRE-t tartalmazo6 transzgént a legyek

homozigéta formaban hordozzak, akkor a genomikus PRE kozremiikodése nélkiil is 1étrejon a
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transzkripcios gatlas (PSS: Pairing Sensitive Silencing). A PRE szakaszokon keresztiil
megvalosuld parosodas-érzékeny gatlas érzékeny az adott PRE szakaszon hat6 POLYCOMB-
fehérjék mennyiségére, igy transzgenikus konstrukciok segitségével lehetdség van az egyes
PoLycoMmB-fehérjék PRE-specifitasdnak vizsgalatara (1.2.3.3 és 1.2.3.4 fejezetek).

A PRE szakaszt tartalmazd transzgenikus konstrukciok lehetdséget nyujtanak a
Polycomb-, illetve trithorax-csoport eddig ismeretlen tagjainak azonositasara is. Ez azért is
elonyds, mert az irodalmi adatok azt sugalljak, hogy tobb Polycomb-gén létezik, mint
amennyit eziddig megismertiink, és a parosodas-érzékeny gatlds transzgenikus modszerrel
vald vizsgdlata nagyon érzékeny a PRE szakaszon hat6 gének dozisdra. A transzgenikus
moddszer azt is lehetévé teszi, hogy szikitsiik, illetve bovitsiik azt a DNS szakaszt, amelyre
hat6 faktorokat izolalni kivanunk.

Laboratoriumunkban kutatasi célul tiiztiik ki, hogy EMS ¢€s rontgen mutagenezis soran
olyan mutdciokat keresiink, melyek moddositjak a white enhancer::iab-7 PRE::miniwhite
transzgenikus konstrukcidkat homozigota formaban hordoz6 egyedek szemszinét, majd az igy
izolalt mutacidkat komplementéacios analizisnek vetjikk ald, és az ismeretlennek bizonyulo
mutacidkat genetikailag jellemezziik.

Céljaink kozott szerepelt az is, hogy a funkcidnyeréses mutacidokat rontgensugarzassal
revertaljuk, és a citologiai pozicidojukat megallapitsuk. A revertdnsok funkciovesztéses
fenotipusabol kovetkeztetni lehet a mutans gén vad funkcidjara, a kromoszémakon taldlhato
atrendezO0désekbdl pedig az ismeretlen gén lokalizaciojara.

Kisérleteinkben szerettiink volna informaciot nyerni arrél is, hogy a kiilonb6z6 PRE
szakaszokon felépiild PoLycoMmB-komplexek eltérnek-e egymastdl az egyes POLYCOMB-
fehérjéket tekintve. Meg kivantuk allapitani tobb, régebben ismert, és néhany altalunk izolalt

mutaci® PRE specificitasdt. Ezen kérdések megvalaszolasa segithet bdviteni, illetve
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pontosabba tenni a Polycomb- ¢€s trithorax-csoportba tartozd gének miikddésérdl kialakitott
modelliinket.

Kisérleteink sordn arra is fény dertilt, hogy a korabban altalunk, illetve masok altal
hasznalt konstrukcioknak szamos gyengéje van. Egyrészt nem teszik lehetdvé, hogy az
endogén PRE-k hatasat izolaljuk a parosodas-érzékeny gatlas jelenségétdl, igy megzavarjak a
PoLycomB-fehérjék PRE-specifikus hatdsdra iranyuld vizsgalatainkat. Masrészt - mivel
tobbnyire a riportergén enhanszerét is tartalmazzadk — a PRE ¢és a konstrukcioban talalhato
enhanszer kolcsonhatasa aspecifikussa teszi a vizsgdlatokat. Olyan transzgenikus
konstrukcidk tervezésére volt tehat sziikség, melyekkel az eddigieknél pontosabb kép
nyerhetd a POLYCOMB-fehérjék mikodésérol.

Mindezek mellett — mivel kisérleteink els6sorban az iab-7 PRE szakaszon hato
fehérjék megismerésére iranyultak -, sziikség volt ennek a régidnak a felbontdsara, hogy a
késObbiekben megallapithassuk, hogy az egyes fehérjék hatasdhoz mely DNS szakaszok
sziikségesek elengedhetetlentiil. Korabbi genetikai kisérleteink szerint az iab-7 PRE kozelében
talalhatoé egy TRE is, melynek kdlcsonhatasa a vizsgalt PRE-szakasszal csak részben ismert.
Az 10j konstrukcidkat tgy kivantuk elkésziteni, hogy alkalmasak legyenek a fent emlitett
kérdések megvalaszolasara.

Munkank egyik f6 célja tehat az volt, hogy j funkcionyeréses és funkcidovesztéses
mutacidkat izolaljunk, melyek azon tul, hogy lehetévé teszik a Polycomb-, illetve trithorax-
csoport eddig ismeretlen tagjainak megismerését, segitenek megérteni a homeotikus gének
cisz-regulatorainak ¢€s a rajtuk felépiild fehérjekomplexeknek a miikodését. Emellett 1étre
kivantunk hozni egy olyan eszkdzrendszert, mely lehetové teszi az iab-7 PRE és TRE

eddigieknél finomabb felbontdsu vizsgalatat.
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1.2 Irodalmi attekintés és tudomanyos hattér
1.2.1 A bithorax-komplex
1.2.1.1 A bithorax-komplex felépitése és miikodésének modellje

Korai genetikai vizsgalatok arra utaltak, hogy a bithorax-komplex kilenc szabalyozo
gént kodol (abx/bx [anterobithorax/bithorax], bxd/pbx [bithoraxoid/postbithorax],
iablinfraabdominall-2, iab-3, iab-4, iab-5, iab-6, iab-7, iab-8,9) melyek expresszios
mintazata megfelel a larvalis paraszegmenteknek (PS5-15) (Lewis, 1978). Lewis modellje
szerint ezek a gének az altaluk meghatarozott larvalis szelvények sorrendjében kovetik
egymast a kromoszoman (kolinearitas). A modell szerint az egyre hatrébb elhelyezkedd
szelvényekben mindig egy ujabb kapcsol be az altala leirt kilenc gén koziil. Ezen gének
homozigdta mutdcidja tehat homeotikus transzformacidkhoz — a larvalis szelvények
identitasdnak megvaltozasahoz - vezet.

Késobbi kisérletekbdl azonban kideriil, hogy a bithorax-komplex génjei mindossze
harom letalis komplementacids csoportba sorolhatok (Sanchez-Herrero €s mtsai, 1985; Tiong
¢s mtsai, 1985): az Ultrabithorax a PS5-6 (pT2-aAl), az abdominal-A a PS7-9 (pAl-aA4), az
Abdominal-B pedig a PS10-14 (pA4-aA9), valamint a PS15 identitasanak meghatarozasaért
felel. Ezen gének expresszidos szintje - melyet szelvényspecifikus szabalyoz6 régiok
biztositanak -, azonban minden szelvényben eltérd. Expresszios doménjiik els6 néhdny
szelvényében a homeotikus gének expresszids szintje poszterior irdnyban rendszerint
szelvényenként nd. Lewis 1978-as modellje tehat 1ényegében helytallo volt, azzal a
modositassal, hogy az altala leirt kilenc homeotikus gén valdjaban kilenc szelvényspecifikus
cisz-regulator (1.1 abra). Szamos késébbi tanulmany foglalkozott a bithorax-komplex harom
homeotikus génjének és az azokat szabdlyozd kilenc cisz-regulator régid6 molekuléris
felépitésével (DeLorenzi és mtsai, 1988; Kornfeld és mtsai, 1989; Zavortink és Sakonju,

1989; Karch ¢és mtsai, 1990; Celniker és mtsai, 1990). Martinnak ¢s munkatarsainak 1995-re
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sikerlilt a bithorax-komplex teljes szekvenaldsat elvégezni (~315 kb), igy ismertté valtak a
komplexben kodolt gének és cisz-reguldtorok szekvencidi. A komplexben kodolt gének
mérete a bithorax-komplex méretét tekintve elenyészd, a komplex 98%-at a szabalyozo
régiok teszik ki. Mind a homeotikus gének, mind a cisz-reguldtorok elhelyezkedése a

kromoszoman kolineéris az altaluk szabalyozott szelvényekkel.

BC v

«- s « O

Ubx abd-A Abd-B

1.1 abra A bithorax-komplex molekularis térképe és cisz-regulatorainak aktivitasa
a kifejlett muslicaban
Az abran azonos szin jeloli a bithorax-komplex egyes cisz-regulatorait, illetve
azokat a szelvényeket, melyek identitdsanak kialakitasaért feleldsek (Maeda ¢€s

Karch, 2006).
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1.2.1.2 A bithorax-komplex génjei

Az Ubx gén (78.1 kb) egy homeodomént tartalmazé fehérjét kodol, mely 6t kiilonb6zo
splice-varians termékeként keletkezik (O’Connor ¢és mtsai, 1988; Kornfeld és mtsai, 1989).
Génje az embridban a PS5-t61 a PS13-ig fejezddik ki (White €s Wilcox 1984). Az Ubx génben
1évé funkciovesztéses mutaciok jellegzetes fenotipusa a billér szarny iranyaba torténd
transzformacioja.

Az abd-A gén (22.4 kb) a PS7-t6l a PS13-ig fejezddik ki, funkciovesztéses mutacioi
recesszivek (Karch és mtsai, 1990; Busturia és mtsai, 1989; Macias és mtsai, 1990).

Az Abd-B génrdl (44.6 kb) képz6dd négy transzkriptum a fehérje két izoformajat
koédolja (DeLorenzi és mtsai, 1988; Kuziora és McGinnis 1988a; Zavortink és Sakonju, 1989;
Celniker ¢s mtsai, 1990; Boulet és mtsai, 1991). Az ,,m” izoforma a PS10-t6l a PS13-ig

99

fejez6dik ki, mig az ,r” izoforma a PS14 és PS15 szegmentumokban expresszalddik
(DeLorenzi és mtsai, 1988; Kuziora és McGinnis 1988; Celniker és mtsai, 1989).
1.2.1.3 A bithorax-komplex cisz-regulatorai

A cisz-regulatorok meglehetdsen Osszetett, autondm mikodésti, szelvényspecifikus
regulator régiok. Egy-egy cisz-regulator mérete akar 10-20 kb is lehet. Els6dleges funkciojuk
a homeotikus gének szelvényspecifikus expresszids mintazatdnak kialakitdsa (iniciacid), majd
annak fenntartasa az egyed egész élete folyaman (Mihaly €s mtsai, 2006, Akbari és mtsai,
20006).

A moddositott Lewis-modellnek megfelelden a kozéptortdl hatrafelé haladva minden
ujabb szelvényben egy ujabb cisz-regulator valik aktivva. Az aktivva valo cisz-regulatorok az
Osszes hatrébb elhelyezkedd szelvényben is aktivak. Az abx/bx (PS5) és a bxd/pbx (PS6) az
Ubx-et (White és Wilcox, 1984), az iab-2 (PS7), iab-3 (PS8) és iab-4 (PS9) az abd-A-t (Karch
¢és mtsai, 1990), mig az iab-5 (PS10), iab-6 (PS11), iab-7 (PS12) és iab-8 (PS13) régiok az

Abd-B-t szabalyozzak (Celniker és mtsai, 1989; Sanchez-Herrero, 1991) (1.1 abra).
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abx/bx (N
bxd/pbx i
iab-2 €\ ‘
*

]

+

iab-3 QN
iab-4 (\
iab-5 QN
iab-6 QN
iab-7 Q8
iab-8.9

,+,,+++

iab-3
iab-4

1.2 abra A bithorax-komplex cisz-regulatorainak aktivitasi mintazata
A z061d szinli korok az egyes szelvényekben aktiv, az athuzott piros kordk az
inaktiv cisz-regulatorokat jelolik. A #xG tagjainak mutécioi a cisz-regulatorok
sektopikus inaktivaciojat, a PcG tagjainak mutdcidi a cisz-regulatorok

ektopikus aktivaciojat okozzak.
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A cisz-regulator elemek a korai embrioban atirodnak (Sanchez-Herrero és Akam,
1989; Casares ¢és Sanchez-Herrero, 1995; Drewell és mtsai, 2002). Bar a teljes szabalyozo
régi6 atirodik, a transzkripcids egységek nem hatérolhatok el teljes mértékben. Atiras mindkét
szalrol torténik, de a transzkriptumok kodolod vagy szabalyozo szerepe nem nyert bizonyitést,
bar feltételezett szerepiikkel kapcsolatban tobb elmélet is sziiletett (Akbari és mtsai, 2006). Az
iab régiok transzkripcioja nem feltétleniil esik egybe a szegmentek hataraival, de kolineéris a
cisz-regulatorok aktivalodasaval.
1.2.1.4 A cisz-regulatorok miikodése

A bithorax-komplex egyes génjeinek expresszios szintje az egyes szelvényekben mar
a korai egyedfejlodés soran kialakul. A megfeleld expresszids szint kialakitdsaért és
fenntartasaért a cisz-regulator régiok felelosek (Mihaly és mtsai, 2006).

Az iniciacié sordn a GAP- és PAIR-RULE géntermékek kialakitjak a cisz-regulatorok
aktivitasi mintdzatat az embridban. Ekkor alakul ki a bithorax-komplex homeotikus génjeinek
expresszids mintdzata (Casares €s Sanchez-Herrero, 1995). Egy adott cisz-regulator az éltala
szabalyozott paraszegment elOtt inaktiv, az adott szelvényben, illetve az annal hatrébb
elhelyezkedd szelvényekben pedig aktiv (1.2 abra). Az igy kialakult aktivitasi mintazat az
egyedfejlédés soran fennmarad, sejtosztodasrol sejtosztodasra megdrzodik.

A cisz-regulatorok aktiv, illetve inaktiv allapotanak fenntartdsat a kromatinszerkezet
szintjén hato faktorok biztositjak. Az aktiv allapotot az ugynevezett TRITHORAX-csoport tagjai
konzervaljak, mig az inaktiv kromatin konformacio fenntartasaért a POLYCOMB-csoport tagjai
felelnek (Kennison, 1995; Pirrotta, 1998).

Az egyes cisz-regulatorok miikodése autondm; fliggetlen a tobbi cisz-regulator
miikodesétdl (McCall és mtsai, 1994). A cisz-regulatorok képesek az altaluk szabalyozott
homeotikus gének promoterével kapcsolatba 1€pni, és kialakitani az adott homeotikus gén

szelvényspecifikus expresszios szintjét (Sipos €s mtsai, 1998). Egy szelvényben mindig csak
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egy cisz-regulator I€p kapcsolatba az adott homeotikus gén promoterével; a kovetkezd
szelvényben az Gjonnan aktivalodo cisz-regulator veszi at a homeotikus gén szabalyozasanak
feladatat. Egyazon homeotikus génhez tartozd cisz-regulatorokban taldlhatdé enhanszerek
egyre magasabb expresszids szintet biztositanak az egymast koveté szelvényekben. Igy
példaul az Abd-B gén expresszios szintje a PS10-t6l a PS15-ig szelvényenként egyre
magasabb, €s ez a kiilonbség, valamint az egyes homeotikus gének kiilonbozd expresszids
szintjei kovetkeztében kialakuld kifejez0dési mintazat okozza ezen potrohszelvények
morfoldgiai kiilonbozdségét (1.3 abra).

A cisz-regulatorok miikddéseinek biztositasahoz specidlis szekvencia részleteket
tartalmaznak:

(1) Az inicidtor elemek a cisz-regulatorok korai aktivalodasahoz, illetve
inaktivaciojahoz sziikségesek (Mihaly €s mtsai, 2006). A korai faktorok (GAP,
PAIR-RULE fehérjék) kotohelyeit tartalmazzadk megfeleld elrendezésben (Poux
¢s mtsai, 1996).

(2) A fenntartdé elemek (PRE, TRE) azon transz-hatast faktorok (PCG, TRXQG)
tamadaspontjai a DNS-en, melyek felismerik egy adott cisz-regulator aktiv,
illetve inaktiv allapotat, a tovabbiakban az egyed teljes ¢lete folyaman
fenntartjdk azt (Simon €s mtsai, 1993; Rozovskaia €s mtsai, 1999, Mihaly ¢€s
mtsai, 2000).

(3) A promoter kihorgonyzd régiok feleldsek a cisz-regulatoroknak az altaluk
szabalyozott homeotikus gének promoteréhez vald kapcsolasaért (Sipos €s
mtsai, 1998; Akbari és mtsai, 2007; Akbari és mtsai, 2008).

(4) A hatérold elemek (izolatorok, boundary régiok) megorzik a cisz-regulatorok
autonom mitkddését azaltal, hogy meggatoljak az adott cisz-regulator aktiv,

illetve inaktiv allapotdnak (kromatin konforméciojanak) atterjedését a
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szomszédos cisz-regulatorokra (Gyurkovics és mtsai, 1990; Hagstrom ¢és mtsai,
1996; Mihaly és mtsai, 1998; Barges ¢és mtsai, 2000; Mihaly és mtsai, 2006;
lampietro és mtsai, 2008).

(5) A cisz-regulatorokban talalhato (sejttipus- vagy szovet-specifikus) enhanszerek
biztositjak a hozzajuk tartoz6 homeotikus gén szelvényspecifikus expresszids
szintjét, illetve a homeotikus gének adott sejtre vagy szdvetre jellemzd
expresszids mintazatat. (Simon €és mtsai, 1990; Busturia és Bienz, 1993;
Pirrotta és mtsai, 1995).

1.2.1.5 A bithorax-komplex mutacioi

A bithorax-komplex génjeinek funkcidvesztéses mutacioi az dsszes olyan szelvényben
megnyilvanulnak, melyek identitasat az adott homeotikus gén szelvényspecifikus expresszioja
alakitja ki.

Az egyes cisz-regulatorok aktivitdsanak elvesztése viszont — szemben az altala
szabalyozott homeotikus gének funkcidovesztéses fenotipusdval — csupdn egy szelvény
identitasat érinti. Ennek az az oka, hogy minden egyes szelvényben egy ujabb cisz-regulator
aktivalodik. Habar a mutécio altal érintett cisz-regulator nem muiikodik az altala szabalyozott
szelvénynél hatrébb elhelyezkedd szelvényekben sem, a szelvényenként bekapcsolddo Gjabb
és ujabb cisz-regulatorok képesek biztositani az adott homeotikus gén szelvényspecifikus
expresszios szintjét.

A fent leirtak jol illusztralhatok a bithorax-komplex Abd-B génjének, illetve az azt
szabalyozo cisz-regulatorok mutéaciodinak fenotipusaval (Lewis, 1985). Azok a legyek, melyek
fenotipust mutatnak. Az 0sszes olyan szelvény, melynek identitasat az Abd-B gén hatarozza
meg (PS10-PS15) az eldtte elhelyezkedd szelvényre kezd hasonlitani. Ennek oka az, hogy az

Abd-B expresszids szintje az egyes szelvényekben az adott szelvényre jellemzOnél
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alacsonyabb. Ez az alacsony expresszids szint a szelvényekben olyan génexpresszids
viszonyokat alakit ki, ami a vad ecetmuslica esetében az adott szelvény eldtt elhelyezkedd
szelvényre jellemzd. Az Abd-B mutans legyek fenotipusa tehat egy iab-5 iab-6" iab-7 iab-§8
mutans légyre hasonlit.

Az iab-5 mutaciot hordoz6 legyek o6tdodik potrohszelvénye a negyedik
potrohszelvényre hasonlit: a himek tergitjein vildgos foltok jelennek meg. Az iab-6 mutéacio a
hatodik potrohszelvény identitasanak elvesztés¢hez vezet. Ez legegyszeriibben a sterniten
figyelhetd meg, amely a himek esetében normdlisan csupasz. Az iab-6° mutans himeken
azonban - az 6tddik szelvényhez hasonloan - a hatodik szelvény sternitjén is szOrok jelennek
meg. Az iab-7 mutéacio a hetedik potrohszelvényt teszi a hatodikhoz hasonlatossé, abban az
értelemben, hogy a himeken — melyek hetedik potrohszelvénye vad tipust allatokban nem
figyelhetd meg - egy csokevényes szelvény megjelenése vehetd észre.

Ismertek a bithorax-komplexen beliil ugynevezett funkcidnyeréses mutaciok is. Ezen
mutaciok fenotipusa ellentétes a funkcidvesztéses mutaciok altal okozott fenotipussal: a
bithorax-komplex cisz-reguldtorainak ezen mutacidi a szelvények poszterior iranyu
transzformaciojat okozzak. A két legismertebb ilyen jellegli mutacidé az Mcp (Karch és mtsai,
1994; Gruzdeva és mtsai, 2005) ¢és a Fab-7 (Gyurkovics €s mtsai, 1990; Karch és mtsai,
1994). Mindkét mutacid cisz-regulatorok kozotti hatarold szekvenciat érint, melynek
kovetkeztében az adott szelvényben normalisan inaktiv cisz-regulatorra is atterjed a

normalisan aktiv cisz-regulator kromatinkonformacioja.
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1.3 abra A bithorax-komplex funkcionyeréses és funkciovesztéses fenotipusai

Az abran him ecetmuslicak potrohszelvényeinek rajza lathat6. A szamok a
szelvények szamat jelolik. A feliil elhelyezkedd téglalapok a tergiteket, az
alatta lathatd négyzetek a sterniteket szimbolizaljak.

a) Oregon-R (vad tipus) b) iab-5" fenotipus ¢) iab-6" fenotipus d) iab-7
fenotipus €) Mcp fenotipus f) a heterozigbta Fab-7' fenotipusa g) a
heterozigota Fab-7° fenotipusa h) erés Polycomb fenotipus i) erds trithorax

fenotipus
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1.2.2 Az aktiv és inaktiv kromatinszerkezet szerepe a BX-C regulaciojaban
1.2.2.1 Az aktiv és inaktiv kromatinkonformacio

Miutén a cisz-regulatorok aktivitdsi mintdzatat kialakit6 korai faktorok (a gap és pair-
rule gének termeékei) eltlinnek, a POLYCOMB-, illetve TRITHORAX-csoport fehérjéi tartjak fenn
a kialakult inaktiv, illetve aktiv allapotot (Kennison, 1995; Pirrotta, 1998). A korai gének
termékei tehat valamilyen, altalunk egyeldre kevéssé ismert moédon megjelolik az aktivalt,
illetve inaktivalt cisz-regulatorokat, igy jelezve a TRITHORAX-, illetve POLYCOMB-fehérjéknek,
hogy hol fejtsék ki a kromatinkonformaciot stabilizalo hatasukat.

Az aktiv és inaktiv kromatinkonformdcioé kozotti kiilonbség megértéséhez elészor az
eukromatin és heterokromatin kozotti kiilonbség leirdsa adott mintat. A PEV (Pozicid
Effektus Variegacid) jelenségének leirasa kozelitette meg eldszor funkciondlis szempontbdl
az aktiv, illetve inaktiv kromatint (Baker, 1968). A PEV jelenségének Iényege az, hogy
heterokromatikus blokkok kozelébe keriild gének inaktivalodnak (Reuter és Wolff, 1981;
Reuter ¢s mtsai, 1982), mert a kondenzalt, heterokromatikus szerkezet atterjed a kozeli génre,
¢s megakadalyozza a gén transzkripciojat (Wallrath és Elgin, 1995). A PEV Adltal okozott
inaktivacio klonalis, és nem teljes mértékii (Reuter €s mtsai, 1982), ezért azonosithatok mind
a PEV altal okozott inaktivaciot erdsitdé (PEV enhanszer), mind azt gyengitd (PEV
szuppresszor) mutaciok (Reuter és Wolff, 1981).

A PoLycomMB-fehérjek altal megvalositott represszid €s a PEV kozotti hasonlosagot az
a megfigyelés sugallta, hogy a HP1 heterokromatikus fehérje, mely génjének mutacidja erds
PEV szuppresszor, tartalmaz egy domént (kromodomén), mely a POLYCOMB fehérjében is
megtalalhato (Paro és Hogness, 1991). A hasonlosagot sejteti az a tény is, hogy egyes PcG
fehérjék génjeiben, mint példaul az E(Pc) (Sinclair és mtsai, 1998), az E(z) (Laible és mtsai,
1997) ¢és a HDACI (Chang ¢és mtsai, 2001) génekben bekovetkezd mutaciok a PEV

szuppresszorai. Ezen megfigyelésekbdl szarmazik az a modell, amely szerint a POLYCOMB-
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gatlas lényege az, hogy PoOLYCOMB-fehérjék egyiittmiikoddé komplexe altal létrehozott
kompakt kromatinszerkezet gatolja az aktivalo hatasu faktorok hozzaférését a cisz-
regulatorokban taldlhatd kotOhelyeikhez (Paro, 1990; McCall és Bender, 1996; Boivin és
Dura, 1998).

Az aktiv ¢és inaktiv kromatinszerkezet kozotti kiillonbség egy 1) felfogésat
eredményezte a ,hiszton-kod” (Strahl és Allis, 2000; Turner, 2000) jelentdségének
felismerése. Az utdbbi évek kutatdsai alapjan bizonyosnak latszik, hogy egyes fehérjék a
hisztonok N-terminélis, igynevezett farki doménjeinek modifikacidjat felismerve képesek egy
adott kromatin szakasz nyitott, vagy zart konformaciojat fenntartani. A génaktivacid tobb
esetben hiszton hiperacetilacioval és foszforildcidval jar egyiitt, mig a gének inaktivacidjat
gyakran a hisztonok metilacidja kiséri a H3 K4, a H3 K9 és a H3 R17 poziciokban (Li és
mtsai, 2002). A DOTI metiltranszferaz a H3-as hiszton K79 metilacidjaval jarul hozza az aktiv
kromatin domének kijeloléséhez (Ng €s mtsai, 2002; van Leeuwen ¢és mtsai, 2002). A HP1
heterokromatikus fehérje a K9-es pozicidban metilalt H3-as hisztonhoz kétddve kapcsolodik a
kromatinhoz (Bannister és mtsai, 2001; Lachner ¢és mtsai, 2001; Jacobs és mtsai, 2001). A
BX-C egy darabjat tartalmaz¢ transzgenikus konstrukci6 aktivalasa hiperacetilaciohoz vezet a
beépiilés helyén (Cavalli €s Paro, 1999). Az aktiv, illetve inaktiv cisz-regulatorokon 1évo
nukleoszomak eltéré modon modositott hisztonokat tartalmaznak (Papp és Miiller, 2006).
1.2.2.2 A Polycomb-csoport

A Polycomb-csoport eddig megismert tagjainak nevét, neviikk roviditését, a gének
poziciojat, emldés homologjaikat, valamint fehérjetermékeik funkciojat az 1.1 tablazat

tartalmazza.



BEVEZETES

21
o s A fehérjetermék Egér . .
Drosophila gén Pozicio Jener o s ser Human ortolég
doménjei és funkcioja ortolog
Asxl1 ASXLI
Additional sex combs {Asx} 51A5-51A6 Zn-finger. AsxI2 ASXL2/ASXH2
Asx13 ASXL3
chameau {chm} 27F3-27F4 Zn-finger és winged helix. Myst2 MYST2/HBO1/HBOA
Hiszton-acetiltranszferaz.
corto 82E7-82E7 A PRCI1 komplex tagja. - -
cramped {crm} 3B3-3B4 SANT-domén, Myb-domén. Crampll CRAMPIL
Kromodomén, Zn-finger
. . . g . ¢ Chd3 MI2-0/CHD3
Drosophila Mi-2 {dMi-2} 76D3-76D4 helikaz-domén. ANuRD Chdd MI2-B/CHD4
komplex tagja.
. . . . . Sfmbtl SFMBT1/SFMBT/RU1
Drosophila Sfmbt {dSfmbt} 34A7-34A8 MBT domének. A PHORC tagja. Sfmbt2 SFMBT?2
. Epcl EPCI1/EPL1
Enhancer of Polycomb {E(Pc)} 47F13-47F14 Epc2 EPC2
SET domén. Hiszton-
. metiltranszferaz: a H3K27 Ezh1/Enx2 EZH1/ENX2
Enhancer of zeste {E(2)} 67ES-67ES poziciét metilalja. A PRC2 Ezh2/Enxl EZH2/ENX1/KMT6
komplex tagja.
extra sex combs {esc} 33A2-33A2 WDA40 repeat. A PRC2 komplex
extra sex combs like {escl} 33B5-33B5 tagjai. Eed EED/WAIT-1/HEED
grainy head {grh} 54F1-54F1 Dimer formajaban kéti a DNS-t. - -
T T
lethal (3) malignant brain L3MBTL2/h-1(3)mbt
tumor {I(3)mbt} OTF1-97F1 SAM, MBT, Zn-finger. L L3MBTL3/MBT-1
9 L3MBTL4
multi sex combs {mxc} 8D2-8D2 RNS-k6t6 domén. Larp7 -
. BTB, (HX)n, psq motivum. )
pipsqueak {psq} 47A13-47B1 DN k6 fehéric. -
. . . hYY-1/NF-E1/DELTA/
pleiohomeotic {pho} 102F8-102F8 Zn-finger. A PHORC tagja. mYY1/YY1 UCRBP/INOS0S
pleiohomeotic like {phol} 67B7-67B8 Zn-finger. YY1 YY2
Kromodomén fehérie. amely a M33/Cbx2 HPC1/CBX2/M33/HPC
H3K27 poricioban wimetiliti | MPe2/Cbxd HPC2/CBX4
Polycomb (Pc) 78C6-78C7 P . . Cbx6 CBX6
hisztont ismeri fel.
A PRC1 komplex tagja Cbx7 CBX7
’ Pc3/Cbx8 HPC3/CBX8/RC1
Zn-finger domén. Hiszton- Mtf2 M96/MTF2/PCL2
Polycomblike (Pcl) 55B8-55B8 deacetilaz, a PRC2 komplex Phf19 PCL3/PHF19
tagja Phfl PHF1
polyhorr'leol'lc {ph} D222 SAM and Zn-finger fehérjék, a Phcl HPHI1/RAE28/PHCI1/EDRI
polyhomeotic distal {ph-d} 2D2-2D3 PRC1 komplex tagiai Phc2 HPH2/PHC2/EDR2
polyhomeotic proximal {ph-p} p & Phc3 HPH3/PHC3/EDR3
Bmi-1 BMI-1/RNF51/PCGF4
chf_2 Mel-18/RNF110/PCGF2
. RNF134/PCGF6/MBLR
Posterior sex combs (Psc) 49E6-49E6 Z“'ﬁ“geli’o ?nlfg'f;’?“' PRCI Eﬁgﬁ NSPC1/PCGF1/RNF68
picx fagja. o RNF3/PCGF3/ DONG1/
Pes o RNF3A
8 RNF159/PCGF5/
Hdacl HDAC1/HD1/GON-10/RPD3L1
A PRC2 komplex tagja, hiszton- Hdac2 HDAC2/RPD3/Y AF1
Rpds 64B12-64B12 deacetilaz Hdac3 HDAC3/HD3/RPD3-2
Hdac8 HDAC8/HDACLI
X Scmhl SCMH1/SCML3
Sex comb on midleg {Scm} 85E2-85E2 SA%S?TE?& le)ﬂ“g.er' A Semll SCMLI
plex tags. Scml2 SCML2
. RING/RING1/RNF1/RING1A
Sex combs extra {Sce} / dRING | 98B1-98BI Z“g‘g‘jﬁ(?g?‘di’m?r" A gmg}; RING 1 B/RING2/BAP-
plex tags. 1/BAP1/DING/HIPI3/RNF2
super sex combs {sxc} 41C1-41C2 - - -
Suppressor of zeste 2 {Su(z)2}
Suppressor of zeste 2 distal 49E7-49E7 Zn-finger - Su(Z)2/Suz2
{Su(z)2D}
Suppressor of zeste 12 76D4-76D4 | Zn-finger. A PRC2 nukleoszoma Suzl2 SUZ12/JJAZ1/CHET9
{Su(z)12} kotéséhez sziikséges

1.1 tablazat A Polycomb-csoport ismert tagjai
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A Polycomb-csoport nevét egy jellegzetes fenotipusrél kapta (extra sex comb, esc),

mely egyes PcG gének mutaciodira, illetve azok interakcidjara jellemzo, és az ANT-C hibas
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1.4 abra Jellegzetes Polycomb-fenotipusok (extra sex comb és epi-sex comb)
A szamok az egyes torszelvényekhez tartozo labakat jelolik. A tovabbi
jelolések: sc — sex comb (szex fésii; a normalis helyén), esc — extra sex comb (a
masodik, illetve harmadik 1dbon), epsc — epi-sex comb (a szexfésii megjelenése
a normalistol eltérdé labszelvényeken). (Az abran lathatd preparatum egy
Pis’’/Pis'” (Pis: Piros szem) genotipust allatbol készilt. Mindkét mutaciot

laborunkban izolaltak.)

Egyes Polycomb-csoportba tartozd gének funkciovesztéses mutacidi a bithorax-
komplex funkcionyeréses mutacidihoz hasonld homeotikus transzformaciot okoznak (1.3

abra). Ennek az az oka, hogy a POLYCOMB-géntermékek csokkent mennyisége esetén a cisz-



BEVEZETES 23

regulatorok az egyedfejlddés soran elvesztik az inaktiv konformacidjukat (ektopikusan
aktivalodnak) azokban a szelvényekben is, amelyekben a szegmetacios gének termékeinek
hataséra inaktiv allapotba keriiltek (Denell és Frederick, 1983).

Vannak olyan Polycomb-gének is, amelyek mutdcidi nem eredményeznek 06nalld
fenotipust, de a represszor komplex mas, mar korabban ismert tagjainak mutacidival
dominans genetikai kdlcsonhatast mutatnak (Jirgens, 1985; Cheng és mtsai, 1994; Campbell
¢s mtsai, 1995; Kehle és mtsai, 1998).

A PoLycoMmB-fehérjék a sejtmagban lokalizdlodnak ¢és a fejlddd embridban
egyenletesen oszlanak el (Dietzel ¢és mtsai, 1999). A PoLycCOMB-fehérjék represszalo
multimer komplexeket hoznak 1étre (Kingston €s mtsai, 1996; Strutt és Paro, 1997; Shao ¢és
mtsai, 1999). Ezt tdmogatja az a megfigyelés is, hogy ha kiilonb6z6 POLYCOMB-fehérjék
elleni ellenanyagokkal megfestjik a larva Oridskromoszomait, gyakran azonos savok
jelolédnek ki (Rastelli €s mtsai, 1993). A Pc, PCL és PH kot6helyek teljesen atfednek, de a PSC
¢s a HDACI helyekkel is gyakran atfedést mutatnak (Zink és Paro, 1989; DeCamillis €s mtsai,
1992; Franke és mtsai, 1992; Martin és Adler, 1993; Rastelli és mtsai, 1993; Lonie és mtsai,
1994; Chang ¢s mtsai, 2001). Az E(z) és ESC kotOhelyek teljesen atfednek egymassal
(Carrington ¢€s Jones, 1996; Tie és mtsai, 1998), és gyakran egyeznek a PC, PCL, PH, SCM,
AsX ¢és E(Pc) kotohelyekkel is (Peterson €s mtsai, 1997; Sinclair és mtsai, 1998; Stankunas
¢s mtsai, 1998).

Szamos esetben direkt fehérje-fehérje kdlesonhatasokat is kimutattak a Polycomb-
csoport géntermékei kozott (Kyba ¢és Brock, 1998; Tie ¢és mtsai, 1998).
Immunoprecipitacioval POLYCOMB-komplexeket izolalni is lehet (Kingston és mtsai, 1996;
Shao és mtsai, 1999; Klymenko ¢és mtsai 2006). A POLYCOMB-fehérjék kotédése gatolja mas

faktorok hozzaférését egy adott DNS szakaszhoz (Boivin €s Dura, 1998).
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A PoLycomB-komplexek tamadaspontja a DNS-en az egyes cisz-reguldtorokban
talalhato silencer elem, az ugynevezett Polycomb Response Element (PRE) (Simon ¢€s mtsai,
1993). Az egyes PRE szakaszokon kialakuldo komplexek 6sszetételiikben kiilonboznek, sot, az
egyes komplexek sztochiometridja sem szigorian meghatarozott (Kingston €s mtsai, 1996;
Shao és mtsai, 1999; Klymenko ¢és mtsai 2006). Tobb POLYCOMB-komplex biokémiai
tisztitasa is sikerrel jart. A PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1) tagjai a Pc, PH, PSC és
ScM fehérjék (Kingston és mtsai, 1996; Shao és mtsai, 1999; Saurin és mtsai, 2001), a PRC2
komplex pedig az ESC, E(z) és PCL fehérjéket tartalmazza (Ng és mtsai, 2000; Tie és mtsai,
2001; O’Connel és mtsai, 2001). Mint késébb kideriilt, két kiilonbozé Osszetételi PRC2
komplex is létezik; ezek koziil csupan az egyik tartalmazza a PCL fehérjét (PCL-PRC2). A
PRC1 kromatinhoz val6 kotodését eldsegiti a H3 hiszton K27 pozicidjanak metildcioja, mely
a PCL-PCR2 és PRC2 komplexek mikodésének eredménye (Nekrasov €s mtsai, 2007). A
PcL-PRC2 komplexet nem csak embriobdl, hanem larvabol is sikeriilt izolalni (Savla és mtsai,
2008). Ezeken kiviil izolaltak még olyan POLYCcOMB-komplexeket (PHORC; PHO Repressive
Complex) is, melyeket a PHO fehérje horgonyoz a PRE szakaszokhoz (Klymenko ¢s mtsai,
20006).

Az egyes POLYCOMB-fehérjék bizonyos mértékig egymadst helyettesithetik. Erre utal
példaul az is, hogy a ph haplo-inszufficiens fenotipusa menekitheté egy masik PcG gén — a
Pcl — képiaszamanak emelésével (Cheng €s mtsai, 1994).

M¢ég bonyolultabbé teszi a képet az, hogy a POLyCcOMB-fehérjék koziil sokan sajat
génjiik €s mas Polycomb-gének transzkripcids represszorai. A ph maga is bizonyitottan a PCG
altal szabalyozott (Fauvarque ¢s Dura, 1993). A Polycomb-gének szabalyozasdban nem csak
POLYCOMB-, de TRITHORAX-fehérj€k is részt vehetnek (Bloyer és mtsai, 2003).

Nagyméretli delécidknak egyes Polycomb-csoportba tartozd gének mutéaciodival adott

genetikai interakcioi alapjan a POLYCOMB-csoport tagjainak szamat negyvenre becsiilték



BEVEZETES 25

(Jurgens, 1985). Eddig csak néhany olyan PCG fehérje ismert, mely kozvetleniil koti a DNS-t.
Ilyen a PHO (Brown ¢€s mtsai, 1998), a PHOL (Brown ¢és mtsai, 2003), illetve a PSQ (Huang és
mtsai, 2002). Egy negyedik fehérje - a GRH - a PHO fehérjével 1ép kdlcsonhatasba, kooperativ
médon hozzdjarulva egy DNS-kotd komplex létrehozasdhoz (Blastydk és mtsai, 2006). A
GAGA-faktorrol (Farkas €s mtsai, 1994) €és a ZESTE-rdl (Saurin €s mtsai, 2001) is feltételezik,
hogy szerepet jatszanak a PC-komplexek DNS-hez kotésében (Horard €s mtsai, 2000). Egy
régebbi felfogas szerint a GAGA-faktor miikodése megeldzi a PC-komplexek DNS-hez valo
kotédését. A GAGA-faktor a NURF komplexszel egyiittmikddve képes nukledz-
hiperszenzitiv régiok 1étrehozasara (Tsukiyama és Wu, 1995; Peterson, 1996), ami eléfeltétele

A PoLycoMB-fehérjék erdsen konzervaltak, homologjaikat egérben, emberben,
Caenorhabditis-ben és Arabidopsis-ban 1s megtalaltak (Miiller és mtsai, 1995; Faust és mtsai,
1998; Tomotsune és mtsai, 1999; Akasaka és mtsai, 2001; Goodrich és mtsai, 1997; Yoshida
¢s mtsai, 2001). Funkciojuk is konzervalt, a Drosophila POLYCOMB egér homologja menekiti
a Drosophila mutéans fenotipusat (Miiller és mtsai, 1995), és ugyanez igaz a PHO emlds
homologjara, a YY 1-ra is (Atchison és mtsai, 2003).

Bizonyos emlés PCG homologok onkogénként viselkednek a vérképzd sejtekben:
mutacidjuk a sejtosztddas és az epigenetikus determinacid zavaraihoz vezet (Gould, 1997;
Schumacher és Magnuson, 1997; van Lohuizen, 1998 ¢és 1999, Valk-Lingbeek ¢s mtsai, 2004;
Martinez ¢s Cavalli, 2006).
1.2.2.3 A PRE és a POLYCOMB-gatlas kapcsolata

Az eddig jellemzett PRE-k néhdny sz4dz bazispar hosszasagat DNS szakaszok.
Viltozatos szerkezetiik ellenére legtobbjiik tartalmaz egy konzervalt szekvencia elemet,
amely a PHO fehérje kotohelyének felel meg (Mihaly €s mtsai, 1997). A PRE-kat altaldban

tobb, egymadssal kolcsonhatasban allo6 DNS szakasz épiti fel, melyek csak egyiitt képesek



BEVEZETES 26

PRE-ként funkcionalni (Poux ¢és mtsai, 1996; Blastydk ¢és mtsai, 2006). Az elsddleges
fontossagu szakaszok represszor hatasat kiegészitd PRE szakaszok stabilizalhatjak.

A PoLycoMmB-fehérjék PRE-hoz vald kotddését sikeriilt X-ChIP (X-linked Chromatin
Immunoprecipitation) mddszerrel is kimutatni (Orlando és mtsai, 1998). Tobb modell is
sziiletett annak magyarédzatara, hogy a PRE szakaszon kot6dé POLYCOMB-fehérjék hogyan
képesek egy tobb kilobazis hosszusagu cisz-regulatoron inaktiv konformaciot kialakitani.

A legrégebbi modell szerint a POLYCOMB-csoport fehérjéi egyszertien becsomagoljak
a kromatint, ezaltal a kromatin olyan, heterokromatin-szerti allapotat hozzak létre, mely az
aktivalo hatasu faktorok szamara hozzaférhetetlen (Paro, 1990; Messmer és mtsai, 1992;
Reuter és Spierer, 1992).

A ,looping or enhancer interference” modell szerint kiterjedt DNS szakaszok
becsomagolodasa nélkiil, egyszerien az enhanszer-promoter interakciok gatlasaval is
elképzelhetd a PoLycomB-fehérjekomplexek 4altal kifejtett represszald hatds (Pirrotta és
Rastelli, 1994; Bienz ¢és Miiller, 1995; Simon, 1995).

A ,hop and skip” modell az el6z6 modell tovabbfejlesztése, mely szerint fo és mellek
PRE szakaszokon szervez6dd komplexek asszociacioja €piti fel az enhanszerek és promoterek
kapcsolatat gatld szerkezeteket (Sigrist €s Pirrotta, 1997; Pirrotta, 1998) .

Az el6zéektol eltérd felfogast tiikroz a kompartmentalizdcidos modell, mely azt a
lehetoséget veti fel, hogy a PorLycomB-komplexek {6 feladata az inaktivalando
célszekvencidk inaktiv nuklearis kompartmenthez valdé horgonyzasa (Felsenfeld, 1996;
Strouboulis és Wolffe, 1996).

A DMI-2 jelii POLYCOMB-fehérje génjének klonozésa vetette fel a hiszton-deacetilacios
modell hipotézisét (Kehle ¢és mtsai, 1998). A DMI-2 fehérjét tartalmaz6 NURD komplex
képes a H3 ¢és H4 hisztonok N-terminalis farki doménjének deacetilalasara, illetve ATP-fliggd

nukleoszoma atépitd képességgel is rendelkezik (Zhang és mtsai, 1998). Az elvégzett
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kisérletek alapjan kialakitott modell szerint az aktiv cisz-regulatorok hiperacetilaltak, mig az
inaktivak hipoacetilaltak. A HDACI deacetilaz génjének mutdcidja Pc enhanszer fenotipust
mutat, a HDACI fehérje pedig képes a PC fehérje kotésére (Chang €s mtsai, 2001).

A legujabb kisérletek eredményei szerint a PCG fehérjék mind az aktiv, mind az
inaktiv kromatin doménben jelen vannak, ¢s a PRE szakaszokhoz horgonyzddnak. Specidlis
faktorok (pl. az ASHI [ABSENT, SMALL OR HOMEOTIC DISCS 1]) jelenléte sziikséges ahhoz, hogy
a domén aktivva valjon, és ebben a folyamatban nagyon fontos szerepiik van a hisztonok
egyes moddositasainak is. A PRE szakaszokon felépiild0 komplexek tavoli elemekkel
1étesithetnek kapcsolatot (Papp és Miiller, 20006).
1.2.2.4 A trithorax-csoport és a TRE

A trithorax-csoport klasszikus genetikai, illetve molekuldris modszerekkel azonositott
tagjait az 1.2 tablazat mutatja be.

A trithorax-csoportba tartozd gének koziil sokat az alapjdn azonositottak, hogy
funkcidovesztéses mutacidoik szuppresszaljdk a  Polycomb-gének  funkcidvesztésének
koszonhetd funkcionyeréses (gain-of-function) homeotikus fenotipust.

A TRITHORAX-fehérjék feleldsek az adott szelvényben bekapcsolodod cisz-regulatorok
of-function) mutécioik olyan homeotikus transzformaciot okoznak, mint a bithorax-komplex

funkcidvesztéses mutacioi (1.3 abra).
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Drosophila gén Pozicio A’fe.heEr!etermel‘(” Egef Human ortolég
doménjei és funkcioja ortolog
absent, small or homeotic Zn-finger, SET-domén. ASHIL/ASH1/huASH1/ASHIL
discs 1 {ashl} 76B8-76B9 Kolcsonhat a dCBP fehérjével, Ashll 1/KMT2H
¢és aktivalja a génkifejez6dést.
absent, small or homeotic 96A13-96A13 Zn-finger. Ash21 ASH2L/ASH2L2/ASH2/BRE2
discs 2 {ash2}
SMARCAI1/SNF2LB/NURF140
/ISWI/SWI/SNF2L1/SNF2L
A SWI/SNF complex ATPaz Smarcal SMARCA2/hBRM/SNF2L2/BA
alegysége. Bromodomént Smarca2 F190/hSNF2a/Sth1p/SNF2LA/B
brahma {brm} 72C1-72C1 tartalmaz, amivel acetilalt Smarcad RM/SNF2/ SWI2
hisztont kot. Kolesonhat a Chdll SMARCA4/SNF2L4/hSNF2b/B
Bap55 és Bap60 fehérjékkel. RG1/BAF190/SNF2/SWI2/SNF
2-B/SNF2LB
CHDIL/ALCI1
o o Fefi2 FGFR-2
breathless {btl}; devenir {dev} 70D2-70D2 Tirozin protein kindz domén. Fafr3 FGFR-3
Distal-less {DIl}; Brista {Ba} | GOE2-60E2 H"’;f:nds‘;?r‘fgcfzzr; domén. o DLX-2
domino {dom) s7D11-57D12 | SANT, helikdz-domén. DNS- Srcap SRCAP/EAF1/SWR1/DOMOI
fliggd ATPaz
BRD4/HUNKI/MCAP/CAP/HU
Brd4
female sterile (1) homeotic . Brd2 NK1
. (D 7D3-7D5 Bromodomén. Brd3 BRD2/RING3/NAT/FSRG1
Brdt BRD3/RING3L
BRDT/BRD6
homothorax {hth} 86C1-86C3 H"me"d‘}m‘?“: DNS kots Meis2 Meis2
ehérje.
SANT-domén. ATP-fiiggd
Imitation SWI {Iswi} 49B10-49B10 kDNS—trar}szlokéz. A NURF Smarcas SMARCAS/hSNF2H/hISWI/IS
omplex és az ACF komplex WI
tagja.
Chdé6 CHD6
kismet {kis} 21B4-21B5 ATP-fiiggé helikaz, Chd7 CHD7
kromodomént tartalmaz. Chds8 CHDS8/HELSNF1/DUPLIN
Chd9 CHD9
MEDI12/TNRC11/CAGH45/HO
s . Med12 PA/OPA1/TRAP230
kohtalo (kto) 76D1-76D1 Transzkripcios koaktivator. Med12] MEDI2L/TNRC11L/TRALPUS
H/TRALP
Jaidia "IARIDIBPLU.
little imaginal discs {lid} 26B2-26B2 Zn—ﬁr}_%g;fg—gazt(.iﬁg régio. .}ar{gib /RBBP2H 1 A/KDMSB
~demetiiaz. PR JARID1C/SMCX
JARID1D/SMCY
lola like {lolal} 55B9-55B9 BTB domén. Az RNS—polimeréz ) )
1I transzkripcios faktora.
modifier of mdg4
(mod(mdg4)} 93D7-93D9 Zn-finger, BTB domén. - -
i Smarcel SMARCCI1/BAF155/SRG3/CR
moira {mor} 89A8-89A11 SANT, DNS-k6t6 domén. Smarec? ACC1
SMARCC2/BAF170/CRACC2
nejire {nej} 8F7-8F9 TZ“‘ﬁ“g.er’ bromodomén. Ep300 EP300/p300/KAT3B
ranszkripcids koaktivator.
AT-gazdag régio, armadillo- ARIDIA/Clorf4/SMARCF1/B1
osaleyelid tipust domén. DNS-kotd Aridla 20/P270/C10rf4/
90C1-90C2 fehérje. A Brahma-komplex Aridlb BAF250/BAF250a

tagja.

ARIDIB/"ELD/OSA1"/p250R/
BAF250b/DAN15/6A3-5
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o, Loy A fehérjetermék Egér . ,
Drosophila gén Pozicio Jener o s ser Human ortolég
doménjei és funkcioja ortolog
sallimus {sls} 62C2-62C4 Immunglobulin, fibronckin - -
homoldgia.
skuld {skd} o o Med13 MED13/TRAP240/THRAP1
78A2-78 A2 Transzkripcids koaktivator. Med131 MED13L/TRAP240L/THR AP2
Snf5-related 1 {Snrl} s3a4.83a4 | ASWU SN;‘:;’;ZEI;" szerkezeti | rarchl | hSNFS/INII/BAF47/SMARCBI
Suppressor of Polycomb at 37D
\SulPe)37D) 37D2-37D5 . . .
taranis {tara} 89B8-89B9 Transzkripciot fenntarto funkcio. - -
MLLI/ALL-
NTT 1/HRX/TRX1/HTRX1/CXXC7/
MID MLLI1A/KMT2A
trithorax {trx} 88B1-88B1 Zn-finger, SET domén. MII3 MLL2/MLL4/ALR/CAGL114/T
MIIS NRC21
MLL3/HALR/KMT2C
MLL5/KMT2E
Trithorax-like {Trl} 70F4-70F4 Zn-finger, BTB. A NURF - GAGA factor
komplex partnere.
trithorax-related {trr} 2B14-2B14 SET, Zn-finger. - -
wrdur {urdy 87F12-87F15 . . -
Vacuolar H -ATPase 55kD B
subunit {Vha33; lethal a in 87C2-87C3 H‘dr°g°“1°$;21“52p0“31° Atp6v1b2 | V-type proton ATPase subunit B
87C {1(3)87Ca}
verthandi {vid}; Rad21 80F-80F Rad21/Rec8 szerii fehérje. Rad21 hHR21
zeste {z} 3A3-3A3 Homeodomén-szeri domén. - -

1.2 tablazat A trithorax-csoport ismert tagjai

A TRITHORAX-csoport nagyon heterogén. Egyes tagjainak kdzvetlen szerepe van az

aktiv kromatinkonformécié fenntartdsdban, példaul nukleoszomak elmozditasaért felelds

fehérjekomplexek (SWI/SNF, NURF) részeként. A brm (Tamkun, 1995), a mor (Crosby ¢€s

mtsai, 1999), az Snrl (Dingwall és mtsai, 1995) €s az osa (Collins és mtsai, 1999) gének

termékei a SWI/SNF (BRAHMA) komplex tagjai, a 77/ és az Iswi gének termékei pedig a NURF

komplex miikddésében jatszanak szerepet (Tsukiyama ¢s mtsai, 1995). Egyes TRITHORAX-

fehérjéknek — példaul az fs(1)h gén termékének - kinaz aktivitasuk van (Digan €és mtsai,

1986). A lid gén terméke a H3 hiszton K4 demetildza (Lee és mtsai, 2007; Eissenberg és

mtsai, 2007). Masok fizikai interakcioba Iépnek a TRX fehérjével €s PRE szakaszokkal

szomszédos TRE szekvencidkhoz kotddnek; példaul az ASHI, ami a H3 hiszton K4, K9 ¢és a
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H4 hiszton K20 poziciojat metilalja (Beisel €s mtsai, 2002). Némelyikiik egyszeriien a
homeotikus gének transzkripcids faktora; példaul a KIS a TRX és az ASHI fehérjeket a
kromatinhoz iranyitva segiti az RNS POLIMERAZ II korai elongéciojat. (Srinivasan és mtsai,
2008; Papp ¢és Miiller 2006).
1.2.2.5 A Fab-7 régio: boundary és PRE

A Fab-7 régid a BX-C iab-6 és iab-7 cisz-regulatorai kozott elhelyezkedd hatarolod
szekvencia (Gyurkovics ¢és mtsai, 1990; Hagstrom ¢és mtsai, 1996). Miikodéséhez
elengedhetetlen harom nagyobb nukleaz-hiperszenzitiv DNS szakasz jelenléte (1.5 abra). A
régid két fo részre tagolhatd. Egyik részét néhany kisebb és két nagyobb (HS1 ¢és HS2)
nukledz-hiperszenzitiv szakasz alkotja. Ez a rész az izolator (boundary), amely elszigeteli az
iab-6 ¢és az iab-7 cisz-regulator elemeket. Ez az izolator szakasz transzgenikus
konstrukcidkban képes megakadalyozni az egyik oldalan 1évd enhanszer és a masik oldalan
1évé promoter kolcsonhatdsat: tigynevezett enhanszer-blokként viselkedik (Hagstrom é€s

mtsai, 1996).

Fab-7 boundary iab-7 PRE
l & g Y
Xbal
Hir|1dIII Mi/al Mval Apal fFa” IHindIII

—

Fab-7'

Fab-7*

1.5 abra A Fab-7-iab-7 PRE régio felépitése
A HS-el jelolt négyzetek a nukleaz-hiperszenzitiv helyeket jelolik. Az abran a

Fab-7" tipusu deléciot fekete, mig a Fab-77 tipusa deléciot kék vonal jelzi.
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A Fab-7 1égid masik részét a harmas szamu nukledz-hiperszenzitiv szakasz (HS3)
adja, mely tulajdonképpen a POLYCOMB-fehérjék kotddését biztosito silencer, az iab-7 PRE
(Hagstrom és mtsai, 1996; Mihaly és mtsai, 1997). Az iab-7 PRE feladata az iab-7 cisz-
regulator inaktiv allapotanak fenntartdsa a hetedik potrohszelvény eldtt elhelyezkedd
szelvényekben.

A Fab-7 régiot érinté deléciok két csoportba sorolhatok. A Fab-7' delécié eltavolitja
mind az izolator, mind az iab-7 PRE funkciot (1.5 abra). A mutacié altal okozott fenotipus
funkcionyeréses, hiszen a  hatodik  potrohszelvényben  aktivva  valé  iab-6
kromatinkonformaci6ja akadaly nélkiil atterjedhet az iab-7 cisz-reguldtor elemre. Azok a
deléciok, melyek az izolator szakaszt eltavolitjak, de az iab-7 PRE szakaszt érintetlentil
hagyjak (Fab-7°; 1.5 4abra) sajatos, kettés fenotipust eredményeznek. A hatodik
potrohszelvény egyes sejtjeiben az aktiv iab-6 cisz-regulator kromatinkonformacioja terjed at
az iab-7 szakaszra (funkcidonyerés), mig mas sejtekben az iab-7 inaktiv konformacioja terjed
at az iab-6 régidra (funkciovesztés). Az iab-7 cisz-regulator egyes sejtekben vald ektopikus
aktivaciojat a hatodik potrohszelvény csokkent mérete jelzi (a hatodik potrohszelvény a
hetedikre hasonlit). Ugyanakkor a hatodik sterniten megjelend szOrok arra utalnak, hogy
bizonyos sejtekben csak az iab-5 cisz-reguldtor szakasz aktiv, az iab-6 nem (a hatodik
potrohszelvény az 6todikre hasonlit).

A Fab-T7-iab-7 PRE régiohoz hasonldé miikddésti az iab-4 €s iab-5 kozott elhelyezkedd
Mcp (Miscadastral pigmentation) régié (Gruzdeva és mtsai, 2005), valamint az iab-7 és iab-8
kozott talalhatd Fab-8 (Frontabdominal-8) régio (Barges €s mtsai, 2000).
1.2.2.6 A Fab-7° muticié Polycomb- és trithorax-gének mutaciéinak hatterében

A Fab-7’ muticidé kovetkeztében kialakuld iab-6-iab-7 kettds domén szerkezete
kiilonosen érzékeny a POLYCOMB- illetve a TRITHORAX-csoportba tartozd fehérjék

mennyiségére. A klasszikus Polycomb-mutaciok Fab-7° enhanszerek, vagyis erésitik a Fab-
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7 mutacié funkcionyeréses jellegét. Ennek az az oka, hogy egy POLYCOMB-fehérje
mennyiségének csokkenésével gyengiil az iab-7 PRE szakaszon kialakulo represszio (a kettds
domén kromatinszerkezete nagyobb valdszinliséggel lesz aktiv, mint inaktiv). Ezzel
ellentétben a trithorax-jellegli mutaciok a Fab-7* fenotipus szuppresszorai, mert novelik a
val6szinlis€gét annak, hogy az iab-6-iab-7 kettés doménben az inaktiv kromatinkonformécio
stabilizalodjon.

1.2.3 Transzregulacio és transzvekcio

1.2.3.1 A transzvekcio fogalma

Az ecetmuslica nydlmirigy oOridskromoszémainak kromoszoémapdrjai interfazisban
fizikailag szorosan parosodott allapotban figyelhetdk meg. Mint kideriilt, ez az interfazisos
kromoszomaparosodas a tobbi sejtre is jellemzd. A parosodott allapotnak funkciondlis
jelentésége van. Egyes gének esetében kimutattdk, hogy a cisz-regulatorok transz-regulaciora
is képesek. Ha a homolog kromoszomak parosodasat atrendezddések megakadalyozzak, akkor
a transz-regulacid nem jon létre. Amennyiben ez fenotipusos kovetkezményekkel jar, akkor
transzvekciorol beszéliink (Lewis, 1954; Pirrotta, 1990; Duncan 2002).

Tobb gén esetében megfigyelhetd, hogy a gén enhanszerének mutacioja
enhanszer képes a homoldg kromoszéman 1évo €p strukturgén promoterével kapcesolatba 1épni
(Sipos €s mtsai, 1998).

A transzvekcid masik formdja a parosodas érzékeny gatlds (pairing-sensitive
silencing). Ez a forma jellemz6 a PRE szakaszok miikodésére (Kassis, 1994; Hagstrom és
mtsai, 1997). A PRE-k csak akkor viselkednek silencer-ként, ha mas PRE-jellegli szakasszal,
vagy szakaszokkal kdlcsonhatasba tudnak 1épni. Ez lehetséges egy adott kromoszéman beliil
— ha a PRE-k nem talsagosan tavol helyezkednek el egymastdol — vagy homolog

kromoszomak kozott, amikor a PRE a homologon 1€v6 parjaval 1€p kapcsolatba. Egyes PRE
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szakaszt tartalmazo transzgenikus konstrukciokban csak akkor represszalodik a riportergén,
ha a transzgén homozigota formaban van jelen.
1.2.3.2 A Fab-7" mutécié Polycomb- és trithorax-gének mutaciéinak hatterében

Az iab-7 cisz-regulator maktiv kromatinkonformdcioja a hatodik potrohszelvényben
parosodas-érzékeny. Az inaktiv konformacid gy alakul ki, hogy kiilonb6z6 POLYCOMB-
fehérjék multimer represszor komplexet alkotnak gy, hogy a komplex mindkét homolog
PRE szekvencidjahoz kétddik (Mihaly és mtsai, 1997).

A heterozigota Fab-7' mutaciét a heterozigota funkciovesztéses trithorax-mutaciok
szuppresszaljak, hasonld okokbol, mint a Fab-7° muticiét. Ami meglepSbb: szamos
heterozigota Polycomb-mutacié enhanszere a Fab-7' fenotipusanak, pedig a Fab-7" jellegii
delécio kiejti a PRE szakaszt is. Ha a PRE szekvencia deléciojaval az iab-7 PRE géatlasa
teljesen megsziinne, akkor a Fab-7' érzéketlen volna a POLYCOMB-fehérjék mennyiségére.
Az, hogy a heterozigdta Polycomb-mutaciok egy része a Fab-7' mutaciénak is enhanszere,
egyrészt arra enged kovetkeztetni, hogy az iab-7 PRE hozzéjarul a transz helyzetl iab-7 cisz-
regulator inaktiv allapotanak stabilizasahoz, ha valamely PCG fehérje mennyisége lecsokken,
masrészt bizonyitja, hogy a POLYCOMB-fehérjék nem csupan az iab-7 PRE szakaszhoz
kotnek, hanem szdmos mads, az iab-7 cisz-regulatoron beliil 1év6, eddig nem ismert PRE-
jellegli szakaszhoz is.

Az eddigi kisérleti eredmények alatdmasztjadk azt az elképzelést, amely szerint a
PoLycomB-fehérjekomplex ugy fejti ki inaktivald hatasat, hogy bizonyos POLYCOMB-fehérjék
kotédnek a PRE szakaszokhoz, és az igy kialakult DNS-fehérje komplex kdlcsonhatéasba 1ép a
szomszédos, masodlagos PRE-kkal. Ez a kooperativ jellegii kdlcsonhatés stabil, az egész cisz-
regulatorra kiterjedd inaktivalo komplexet eredményez. Ezekben a kdlcsonhatasokban mind

cisz-, mind pedig transz-jellegli kapcsolatok szerepet jatszanak. Ennek megfeleléen
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elképzelhetd, hogy vannak olyan POLYCOMB-fehérjék is, amelyek csak az egyes PRE-k
kozotti kolesonhatasok kialakitasaban jatszanak szerepet.
1.2.3.3 Transzvekcio vizsgalata PRE-transzgénekkel

A PRE-t tartalmazd transzgenikus konstrukcidk embridoba injektdlva hajlamosak
endogén PRE-k szomszédsagéba beépiilni (,,homing”: Fauverque és Dura, 1993; Kassis,
1994; Chan ¢és mtsai, 1994; Bender ¢s Hudson, 2000). A transzgenikus konstrukcidba épitett
PRE szakaszok az inszercid helyén ektopikus POLYCOMB-kotohelyet hoznak Iétre az
oriaskromoszéman (Zink és mtsai, 1991; Chan és mtsai, 1994; Chiang €és mtsai, 1995; Zink és
Paro, 1995) és képesek fenntartani a riportergén repressziojat (Simon és mtsai 1993, Chan ¢€s
mtsai, 1994). A represszi6 azonban csak akkor jon létre, ha a transzgenikus konstrukci6 nem
tartalmaz korai enhanszereket. Ez a represszid altalaban pérosodas-fiiggd, és érzékeny a
PoLYCOMB-csoportba tartozd fehérjék mennyiségére (Fauvarque és Dura, 1993; Chan és
mtsai, 1994; Ginhard ¢s Kaufman, 1995; Hagstrom és mtsai, 1997).

Ha olyan transzgén konstrukcioval transzformalunk embridokat, melyben egy
riportergén és enhanszere kozott PRE szekvencia talalhatd, a homozigéta larvakban és a
kifejlett egyedekben is alacsonyabb a riportergén kifejez0dése, mint a heterozigdtakban. Ez a
parosodas-érzékeny gatlas jelensége (Kassis, 1994; Hagstrom és mtsai, 1997).

Hagstrom és munkatarsai szdmos olyan transzformans vonalat hoztak létre, melyek
genomjukban kiilonb6zd poziciokban hordozzak a white enhancer::iab-7 PRE::miniwhite
transzgén konstrukciot. A kifejlett egyedekben a miniwhite — riportergént tartalmazo
konstrukcidé kivald eszko6z a parosodés-érzékeny gatlas vizsgalatdra. A transzgénre nézve
homozigdta allatok szemszine azért vildgosabb, mint a heterozigdtaké, mert a PRE
szakaszokon kotd POLYCOMB-fehérjék parosodas-érzékeny modon gatoljak a miniwhite
expresszidjat. Ha a parosodas megsziinik (példaul kromoszéma atrendezddések hatasara), a

szemszin sotétedése figyelhetd meg.
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1.2.3.4 PRE-transzgének viselkedése a fenntarté rendszer mutacidinak hatterében

Polycomb-mutéaciok hatterében — a transzgenikus konstrukcion kialakult parosodas-
érzékeny gatlas gyengiilése miatt — a miniwhite riportergén expresszidja emelkedik: a
szemszin sotétebb, mint a mutdcidot nem hordozd allatok szemszine. Amennyiben egy
Polycomb-mutécio a transzgenikus szemszint nem sotétiti, annak a kovetkezd okai lehetnek:

(1) Az adott mutacié altal meghatarozott fehérje nem tagja az iab-7 PRE
szakaszon felépiild represszor komplexnek.

(2) Az adott mutacié altal meghatarozott fehérje féldozisa elegendd a teljes gatlas
megvalosulasdhoz.

(3) Az adott mutacid lecsokkenti az aktiv fehérje mennyiségét, de ez a fehérje
onszabalyozasanak koOszonhetéen az ¢ép kopia represszidjdnak gyengiilését
okozza, igy a fehérje expresszios szintje nem valtozik detektalhatdo mértékben.

(4) Az adott mutacid6 lecsokkenti az aktiv fehérje mennyiségét, ennek
kovetkeztében azonban az adott fehérje altal represszalt mas POLYCOMB-
fehérjék expresszidoja megnd. Ezek a fehérjék esetlegesen helyettesithetik a
mutans fehérjét a PRE szakaszon kialakult represszor-komplexben.

A TRITHORAX-jellegli fehérjék mutacioi altalaban viladgositjak a transzgénre nézve
homozigdta legyek szemszinét, mivel csokkentik a miniwhite riportergén expressziojat. Ennek
oka valosziniileg abban keresendd, hogy a leirt transzgének a PRE-n kiviil hordozhatnak a
TRXG fehérjék szamara hozzaférheté DNS szakaszokat (TRE: Trithorax Response Element)
is. Egyes trithorax-mutaciok nem hatnak az ilyen konstrukciot hordozé allatok szemszinére,
sOt, némely mutacidk sotétitik a szemszint.

Nem hatnak a trithorax-csoport génjeinek mutacioi a szemszinre abban az esetben, ha:

(1) Az adott mutéacio altal meghatarozott fehérje nem tagja a konstrukcion

kialakul6 komplexnek.
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(2) Az adott mutéci6 altal meghatarozott fehérje tagja a komplexnek, de a mutécio
kovetkeztében egyes PCG fehérjék expresszidos szintje lecsokken, az igy
okozott represszid gyengiilés kompenzalja az aktivacid gyengiilését.

Egyes trithorax-csoportba tartozd gének mutacioi soOtétitik a transzgenikus
konstrukcidét homozigota formaban hordozé egyedek szemszinét. Ennek két 6 oka lehet:

(1) Az adott mutacio altal kijelolt TRXG fehérje nem vesz részt a PRE szakaszon
kialakulo komplex felépitésében, viszont szerepe van valamely olyan
az adott PRE-n. Ezért a TRXG fehérje szintjének csOkkenését csak az 4ltala
szabalyozott POLYCOMB-fehérje csokkenéseként érzékeljiik.

(2) A mutaci6 altal kijelolt fehérje sziikséges a POLYCOMB-komplex
kialakulasahoz. Ilyen pl. a GAGA-faktort kodold 77/ gén (Farkas és mtsai,
1994) mutacidja (az iab-7 PRE esetében). A Trl muticid szemszinsotétitd
hatasanak valoszinlileg az az oka, hogy a PoLycomB-komplexek PRE
szakaszokhoz val6 kotddésének feltétele a PRE szakasz nyilt
kromatinkonformacioja (DNaz hiperszenzitiv helyek kialakuldsa), mely a
GAGA-faktor kozremiikodését igényli (Hagstrom és mtsai, 1997) (1.2.2.2
fejezet). Ezzel Osszhangban van az a megfigyelés, hogy az iab-7 PRE,
valamint az Mcp PRE tobb GAGA kotdhelyet is tartalmaz (Mishra és mtsai,
2001; Busturia és mtsai, 2001).

1.2.4 A PoLycOMB-gatlas eddig ismeretlen tulajdonsagai

A PoLycoMB-fehérjék miikodésével kapcsolatban szamos olyan kérdés meriil fel,
melyre az eddig alkalmazott genetikai modszerekkel nem lehet valaszt adni.

Az egyik ilyen kérdés az, hogy hagyomanyos genetikai modszerekkel miért sikertiilt

csupan 15 Polycomb-csoportba tartozod gént azonositani, holott a Polycomb-csoport génjeinek
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szamat kb. 40-re becsiiltek (Jiirgens, 1985). Ennek oka valosziniileg a korabbi mutéans-
izolalasi moédszerekben keresendd, ugyanis azokkal a Polycomb- ¢€s a trithorax-csoport
génjeinek csak olyan mutacioit lehetett izolalni, amelyek domindns homeotikus fenotipust
okoztak, vagy domindns Polycomb-szuppresszorok voltak. Sziikség volt tehat vy
elgondolasokon alapuld, nagyobb érzékenységli mutans-izolalasi modszerek kifejlesztésére.

Kérdések mertiltek fel azzal kapcsolatban is, hogy milyen Gsszetételii egy adott PRE
szakaszon felépilil6 POLYCOMB-komplex, melyek a fontos és kevésbé fontos elemei, illetve
milyen mértékben allando és meghatarozott a komplexek dsszetétele. Nem ismertek pontosan
az iab-7 PRE szerkezeti elemei sem.

Ezen kérdések genetikai uton vald megvalaszolasdhoz segitséget nyujthat olyan
transzgenikus konstrukciok alkalmazéasa, melyek egy riportergén (miniwhite) mellett egy
izolalt PRE szakaszt is hordoznak. Ilyen vonalak segitségével megallapithatjuk, hogy az eddig
ismert, Polycomb- illetve trithorax-csoportba tartozé gének termékei koziil melyek hatnak az
adott PRE szakaszon, illetve izolalhatjuk az eddig ismeretlen gének mutécioit. A kiilonb6zo
PRE szakaszokat tartalmazo transzgenikus konstrukciok segitségével megallapithatjuk az
egyes POLYCOMB-, illetve TRITHORAX-fehérjék PRE-specificitasat is.

A transzgenikus konstrukcidkkal végzett genetikai kisérletek esetlegesen segithetnek
az altalunk vizsgalt PRE szakasz kozelében, vagy azzal atfedve elhelyezkedd TRE szakaszok

feltérképezésében is.
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2 ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1  Drosophila tenyészet és torzsek

A Drosophila torzsek fenntartdsahoz standard Drosophila médiumot hasznaltunk,
melynek fobb 0Osszetevoi: kukoricaliszt, szaritott ¢élesztd, agar, cukor. A téptalaj
penészesedését 0,53 % propionsav és 0,053 % foszforsav hozzaadasa gatolja. Azokban a
kisérletekben, ahol az n-butirat hatasat vizsgaltuk, a propionsavat és a foszforsavat 0,15 %
Tegosept M-mel helyettesitettiik (melyet 10 % térfogat-szazalékos 96 %-os alkoholos
6,8-as pH-ji vizes oldatbol mértiik bele a médiumba, miutan annak hdmérséklete 57 °C ala
csokkent (Reuter és mtsai, 1982).

Kisérleteinket altalaban 25 “C-on en masse végeztiik, az ettdl valo eltérést az adott
kisérlet leirdsanal kiilon jelezziik.

A keresztezésekhez hasznalt torzsek leirasdt az Amyagok és modszerek fejezet
megfeleld része, illetve Lindsley ¢és Zimm 1992-es munkdja tartalmazza, valamint

kikereshetdek a http://flybase.org weboldalon.

22 A1873.1ésal02103.2transzgén

A w; 18.73.1 és a w; 102.103.2 torzs Paul Schedl laboratoriumabdl szarmazik.
Mindkét vonal a masodik kromoszémaba inszertalt white enhancer::iab-7 PRE::miniwhite
felépitésh transzgenikus konstrukciot hordoz.

A 18.73.1 transzgénre nézve heterozigota allatok szemszine piros, a transzgént
homozigdta formaban hordozéd legyek variegald, vilagos narancssarga szemsziniiek (3.2

106

abra). Hagstrom és munkatarsainak 1997-es publikacioja szerint a szemszint a Pc'’, a Sce’, a
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Suz)’”, a  brm’, a kto' mutaciok nem befolyasoljak, a #x*’ mutacio vilagositja, a
heterozigota TrI"*“ mutacié pedig sotétiti.

A 102.103.2 jeli konstrukcid egy rovid, ugynevezett minimal PRE szakaszt hordoz. A
heterozigota allatok szemszine piros, a homozigotdké narancssarga, elszort piros
ocellumokkal (3.3 abra).

A 18.73.1 jelli, és mas, iab-7 PRE-transzgént hordoz6 térzseket Kirsten Hagstrom, az

Mcp PRE-transzgént hordozo torzseket pedig Martin Miiller bocsatotta rendelkezésiinkre.

2.3 Altalanos modszerek
2.3.1 EMS mutagenezis

Egy napnal nem id8sebb, a 18.73.1 transzgént white hattéren hordozd himeket fél
napig ¢€heztettiink, majd 0,025 M etil-metan-szulfonatot (EMS) tartalmazé 1%-os
cukoroldattal etettiink 6t oran at. A kezelés utdn a himeket ww ; 18.73.1/18.73.1 szliz
nostényekhez kereszteztiik.
2.3.2 Komplementacios analizis

A komplementacios analizishez felhasznalt #7rxG és PcG allélok ¢és deléciok a
kovetkezok voltak: morl, skdz, urdz, brmz, vtdz, dev], osaz, saml, ktol, Df(3L)kto2, ashl, ash2,
Df{(3R)red trx, R85(Trl"*“), Df(2L)PMF /kismet/, Su(Pc)37D ; Pcl®, Asx”', Psc', sxc',
Df(2R)vg” IPsc, Su(z)2, Su(z)2D/, vg® /Iswil, Pc’, Pc'”, Sem®', Sem™ ¢!, Sce', Su(z)s,
DIBBLEE)™, ccf’®, aMi2, grik®’, Su(z)12°. Az R85(Trl"“) (Farkas és mtsai, 1994) mutaciot
laborunkban allitottak eld. A komplementacios keresztezésekhez felhasznaltunk még mas,
laborunk altal izolalt allélokat is. A legtobb mutédci6 leirdsat Lindsley és Zimm 1992-es

munkdja tartalmazza.
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A komplementéacios keresztezések értékelésénél egy komplementacids csoportba
soroltuk azokat a mutaciokat, melyek transzheterozigdta allapotban az allat elpusztulasat
okoztak. Ezeket a mutacidokat egyazon gén alléljainak tekintettiik.

2.3.3 Rontgen reverzios kisérletek

A funkcidnyeréses all¢lok reverzidjara rontgensugarzast alkalmaztunk. A besugarzast
a SzOTE Onkoteréapias Klinikdjan végeztiik, 4000 r (1000 r / perc) dozissal. A besugarazott
himek w/Y; 18.73.1/18.73.1 ; GOF/TM3 illetve w/Y ; 18.73.1/18.73.1 ; GOF/GOF
genotipustiak voltak, ahol GOF (gain-of-function) altaldnosan az 4ltalunk izolalt
funkcidonyeréses mutaciot jeloli. A mutagenizalt himeket w/w, 18.73.1/18.73.1 ; TM3/TM6
szliz ndstényekhez kereszteztiik.

2.3.4 Rontgen-indukalt mutagenezis

A rontgensugarzassal végrehajtott mutagenezis funkciovesztéses mutaciok izolalasara
szolgalt. A besugarzast a SZOTE Onkoterdpias Klinikajan végeztiik, 4000 r (1000 r / perc)
dozissal. A besugarazott himek w/Y; 102.103.2/102.103.2 genotipustiak voltak. A
mutagenizalt himeket w/w; 102.103.2/102.103.2 szliz ndstényekhez kereszteztiik.

2.3.5 A kromoszoma-preparatumok készitése

A harmadik kromoszomas mutans (w/Y; transzgen/transzgén, Mutacio/Balanszer
[ebony]) himeket ebony/ebony sziizekhez kereszteztiik. Az ebony homozigdta mutans
formaban a larva eliils6 trachea-spirakulumainak megsotétedését okozza. Az ebony fenotipust
nem mutatd larvakbol készitettilk a preparatumot, mert ezek a vizsgalandd mutaciot
hordozzak egy atrendezddést nem mutatd kromoszomaval szemben (Mutacio/ebony).

A masodik kromoszoémas mutans himeket (w/Y; transzgén Mutdcié/y CyO) a Bc
(Black cells)/SM5 torzsbol szdrmazo szliz ndstényekhez kereszteztiik, majd ebbdl a
keresztezésbol Bc/transzgén Mutacio genotipusi himeket gyljtottiink, és ezeket Oregon-R

(+/+) sziizekhez kereszteztiik. A Bc dominans mutéci6d larvalis markerként hasznalhato, a
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mutaciot hordozé larvéak teste fekete foltos. A prepardtumokat a Be fenotipust nem mutato
(transzgén Mutacio/+) genotipusu larvakbol készitettiik.

A vizsgalathoz harmadik stadiumos larvakra van sziikség. A larvabol egy csepp 45 %-
os ecetsavban szilikonizalt targylemezen kiboncoltuk a nyalmirigyeket, melyek ez id6 alatt
rogzitddnek is. A nyalmirigyeket 2 %-os orceint tartalmazd egy-egy aranyl tejsav-ecetsav
oldatban 15-20 percig festettiik.

A festés utan 60 %-os tejsavas-ecetsavas oldattal lemostuk a nyalmirigyeket, majd
szilikonizalt targylemezen egy csepp tiszta tejsavas-ecetsavba helyeztiik dket. Fedélemezzel
lefedtiik a preparatumokat, szlrOpapirral eltavolitottuk a felesleges folyadékot, &s
hiivelykujjal, egyetlen erételjes nyomadssal szétnyomtuk a nyalmirigyeket. Az elkészilt
preparatumokat légmentesen lefedtiik és fAziskontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk.

2.3.6 P-elem mobilizalasa funkcidovesztéses bonus allélok eléallitasa céljabol

ww; bon**'?/TM3 szliz néstényeket w'/Y; Df(3R)C7r/°"/TM3 Sb ™ A2-3 ry"
himekhez kereszteztiink. A keresztezésbdl szarmazo elsd utodgeneraciobol a w/Y; bon®*”"%/
TM3 Sb ry™ A2-3 ry” jumpstarter himeket egyenként w/w,; TM3/TM6 sziizekhez kereszteztiik,
és olyan, csak a 7M6 balanszert hordoz6 him utddokat kerestiink, melyekben nem
expresszalddik a P-elem jelenlétére utald miniwhite riportergén, vagyis a szemik szine fehér.
Egy jumpstarter him utodai koziil csak egy fehér szemli himet kereszteztiik tovabb. Az igy
kivalogatott fehér szemii himeket bon™*"!7/TM3 sziiz néstényekhez kereszteztiik. Azokbdl a
fiolakbol, ahol a balanszert nem hordozo6, transzheterozigota allatok nem jelentek meg (vagyis

, e, .y RI13-1174
az excizié letalitist mutatott a bon” >

alléllal szemben) a TM3-as balanszert hordozo
himekbdl és ndstényekbdl torzset allitottunk be.
2.3.7 A RUCU térképezé kromoszoma eléallitasa

A RUCU kromoszémat a rucuca térképezO-kromoszomabol allitottuk eld

rekombinacio segitségével. A RUCU a rucuca kromoszoma markereit tartalmazza a scarlet
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(s?) €s a claret (ca) markerek kivételével. A kromoszomat azért allitottuk eld, mert szerettiik
volna a mutagenezis kisérleteinkbdl szarmazd mutaciokat a PRE-tartalmu konstrukciora valo
hatasuk alapjan térképezni. Ezt a rucuca kromoszéma nem teszi lehetdvé, mert a st €és a ca
mutacidk vilagositjak a transzgenikus konstrukciok altal kialakitott szemszint.
2.3.8 Meiotikus térképezés

A 10472, 21 és 24 jell mutacio térképezéséhez a w/w ; 18.73.1/18.73.1 ; Mutdcio/TM3
sziizeket kereszteztink ww [ 18.73.1/18.73.1 ; RUCU/RUCU himekhez. A RUCU
kromoszoma a roughoid (ru) (61F8-61F8), hairy (h) (66D10-66D10), thread (th) (72C1-
72D5), curled (cu) (86D3-86D4), stripe (sr) (90E4-90F1) és ebony (e) (93C7-93D1) recessziv
markereket tartalmazza. A keresztezésbdl w/w,; 18.73.1/18.73.1; RUCU/Mutdcio sziizeket
gyljtottiink és w/w, 18.73.1/18.73.1; RUCU/RUCU himekhez kereszteztiik vissza. A sotét
szemil him utédokon (amelyek hordozzak a térképezendd mutaciot) recessziv markerek
jelenlétét vizsgaltuk. A dominans sotét szemszinen kiviil a 27 jeli mutdcid esetében
kihasznaltuk a mutéaci6 altal okozott domindns iab-5" fenotipust, a /04/2 jeli mutécio
esetében pedig a dominans humeralis szOrhiany fenotipust is.

A Fes mutaciot dominans Fab-7° szuppresszor hatasa alapjan térképeztiik. Mivel a
térképezéshez felhasznalni kivant kromoszéman a szemszinre hatd recessziv markerek is
talalhatok, ahhoz, hogy a masodik kromoszoémas markereket a térképezéshez hasznélni

12002 utaciét hordozd kromoszoémardl rekombinacidval eltavolitottuk a 18.73.1

tudjuk, a Fes
transzgenikus  konstrukciot. A konstrukciotol megszabaditott w/Y; Fes'?’"?4"Cyo
genotipusi  himeket w'/w'; al..sp/Cy szliz néstényekhez kereszteztik. Az al...sp
kromoszoma az aristaless (al) (21C1-21C1), dumpy (dp) (24F4-25A1), black (b) (34D1-
34D1), purple (pr) (38B3-38B3), curved (c) (52D3-52D7), plexus (px) (S8E4-58ES8) és speck

(sp) (60C1-60C2) recessziv markercket tartalmazza. A keresztezésbdl a w/w',

Fes'?""2/l...sp sziizeket gytijtottik és w'/Y: al...Bl...sp/Cy himekhez kereszteztik. A



ANYAGOK ES MODSZEREK 43

al...Bl...sp kromoszoma az al...sp kromoszoma markerein kiviil tartalmazza a Bristle (BI)
dominans markert is. A fenti keresztezésbdl szarmazé him utédok koziil olyanokat
valogattunk ki, melyek az al...Bl...sp kromoszoma felett az al...sp kromoszoéma markerei
koziil csak egyet, kettdt, harmat, stb. tartalmaztak, és a fehértdl eltérd szemszinnel
rendelkeztek. A kivalogatott himeket egyesével w'/w'; PIl4.1#2 (Fab-7)/P14.1#2 (Fab-7)
szliz ndstényekhez kereszteztiik. Az egyes fioldkban a keresztezésbdl szarmazd, Bl markert
hordoz6 €s azt nem hordozé himeket hasonlitottuk Ossze. Amennyiben a B/ markert nem
hordozé himek Fab-7 fenotipusa gyengébb volt a B/ markert hordoz6 himekénél, akkor

1200v)2

feltételeztiikk, hogy a rekombinans kromoszéma hordozza a Fes mutacioét, mely

szuppresszalja a Fab-7> fenotipust.

2.4  Molekularis genetikai modszerek
2.4.1 Kompetens sejtek készitése

A kompetens sejtek készitéséhez XLI-Blue Escherichia coli torzset hasznaltunk fel.
Az indit6 kultarat Tetracyklin tartalma (12.5 pg/ml) LB médiumban (Bacto-triptone 10 g/l,
Bacto-yeast extract 5 g/l, NaCl 10 g/, pH=7,5 autokladvozassal sterilezett) novesztettiik fel
egy €jszakan keresztiil. Az inditd kulturabol 0,5 ml-t hasznaltunk fel egy 200 ml-es kultura
inditasahoz. A kompetens sejteket 18 °C-on 36 o6rdig nodvesztettik SOB médiumban
antibiotikum nélkiil (Bacto- tryptone 20 g/l, Bacto-yeast extract 5 g/, NaCl 10 mM, MgCl 10
mM pH=6,8 autoklavozassal sterilezett, felhasznalas eldtt 10 mM sterilre sziirt MgSO4-gyel
kiegészitett). A kultira novekedését denzitdsméréssel (600 nm) ellendriztilk. Amikor a
baktériumkultira denzitasa elérte az ODgpp=0,6 értéket, a kultarat 10 percre jégre tettiik, majd
50 ml-es steril Falcon csovekbe szétosztva 2000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk +4 “C-ra
elohiitott centrifugaban. A laza pelletrdl eltavolitottuk az 6sszes feliiliszot, majd csovenként

15 ml jéghideg transzformdacios pufferben (TB: 10 mM PIPES pH=6,7 1 M-os KOH-dal, csak
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a helyes pH értéknél oldodik fel a PIPES, 55 mM MnCl, 15 mM CaCl, 250 mM KCl) teljesen
felszuszpendaltuk a sejteket. Ezutdn 10 percig jégen tartottuk a csdveket, majd wjabb
2000rpm-es 10 perces centrifugalas kovetkezett a +4 °C-ra elOhiitott centrifugdban. A
feliiluszot eltavolitottuk, majd a pelletet 2,5 ml jéghideg TB-ben szuszpendaltuk fel. 175 pl
DMSO hozzéadasa utan az elegyet jol Osszekevertiik, majd 10 pecrcig jégen tartottuk. A
sejteket 100 pl-es alliquotokban szétmértiik steril eppendorf csovekbe, melyeket azonnal
folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és -80 °C-on taroltunk.
2.4.2 Kompetens sejtek transzformalasa

A transzformalandé DNS-t 200 pl XLI-Blue kompetens sejthez adtuk, majd az elegyet
30 percen keresztiil inkubaltuk jégen. Ezutan 42 °C-os termosztitban 90 masodpercig
hésokkoltuk a sejteket. Ezutdn az elegyet 3-5 percig jégen, majd 800 pl LB médium
hozzdadasa utan 45 percen keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Ezek utdn a sejteket szilard
taptalajra szélesztettiik.
2.4.3 Plazmid miniprep készitése forralasos modszerrel

2-2,5 ml antibiotikumot tartalmazd LB médiumba (Bacto-triptone 10 g/I, Bacto-yeast
extract 5 g/l, NaCl 10 g/, pH=7,5 autokldvozassal sterilezett) leoltottuk a plazmidot
tartalmazo baktériumot, majd 37 *C-on novesztjiik egy éjszakan keresztiil. Az inditd kultarat
Eppendorf csébe toltottiik és 13000 rpm-en centrifugaltuk egy percen keresztiil. A csapadékot
300 ul STET pufferben (0,1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl (pH=8), 1 mM EDTA (pH=8), 5 %
TRITON X-100) vettiik vissza, 15 pl lizozimot adtunk hozza, és 10 masodpercig vortexeltiik.
Ezutén forrasban 1év6 vizbe tettiik 60-90 masodpercre, majd 40 pul 5 M ammoénium-acetatot
mértiink hozza, és 13000 rpm-en centrifugaltuk 20 percen keresztiill. A csapadékot
fogpiszkaldval eltavolitottuk, hozzdadtunk 420 ul hideg izopropanolt és Osszevortexeltiik.

Ezutédn 5 percre —20 °C-ra tettiik, majd 10 percen keresztiil 13000 rpm-el centrifugaltuk. A
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feliiluszot ledntdttiik és a csapadékot 70 %-os etanollal mostuk, majd szaritottuk. A DNS-t
desztillalt vizben vettiik vissza.
2.4.4 A plazmid miniprep tisztitasa

50 ul DNS oldathoz 300 pl LiCl-ot (4N) adtunk, és jégen tartottuk 30 percen at.
Ezutdn 10 percen keresztiill 12000 rpm-el centrifugaltuk, majd a feliiliszéhoz 600 pl
izopropanolt adtunk, és 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubacio
utan az oldatot 10 percen keresztiil 12000 rpm-el centrifugéltuk, a feliiliszot leontottiik €s a
csapadékra 1 ml 70%-os etanolt mértiink, majd 5 percen keresztiil 12000 rpm-el
centrifugaltuk. A csapadékot szaritottuk €s desztillalt vizben visszavettiik.
2.4.5 Transzgenikus konstrukciok klonozasa
2.4.5.1 A pBluescript-FRTs vektor létrehozasa

Az FRT szakaszokat egyes szali oligonukleotidok formajaban vasaroltuk a
Microsynth cégtol. Az egyes szalu oligonukelotidok hibridizaciojaval allitottuk eld a
klonozhat6 kettds szal FRT szekvencidkat. Az FRT szekvencian kiviil az oligonukleotidokba
hasitohelyeket is terveztiink, amelyek a tovabbi klonozasi 1€péseket segitették eld. A baloldali
FRT oligo a szélein Notl és Xbal helyeket hordoz, a jobboldali részén, az FRT szekvenciatol
jobbra pedig egy Apal hasitohely talalhatd benne. A jobboldali FRT oligo a szélein HindIII és
Kpnl helyeket hordoz, valamint az FRT szekvenciatol balra egy Ball hasitohely taladlhato
benne. Az FRT szekvencidk a hibridizaci6 utan a kdvetkezdk voltak (az Apal, illetve Ball
hasitohelyeket alahuzassal jeloltiik):
Bal FRT oligo 1: 5’-ggc cgc gaa gtt cct att ctc tag aaa gaa tag gaa ctt ctg ggg gee ct - 3’
Bal FRT oligo 2: 5’-cta gag ggc ccc cag aag ttc cta ttc ttt cta gag aat agg aac ttc gc - 3’
Jobb FRT oligo 1:  5’-agc ttt ggc cag gga agt tcc tat tct cta gaa aga ata gga act tct ggg tac-3’

Jobb FRT oligo 2:  5°- cc aga agt tcc tat tct ttc tag aga ata gga act tcc ctg gcc aa- 3’
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2.4.5.2 A Fab-7 HindlII-HindIII fragmentbdl szarmazé kisebb fragmentek
szubklonozasa

(1) A Fab-7 régiobdl szarmazd Mval-HindIIl fragmentet (~1200 bp) egy Fab-7
HindIII-HindIII fragmentet tartalmaz6 pBluescript KS II + vektorbol kiindulva
tobb szubklonozasi 1épés utan blunt end klonoztuk pBluescript KS II + vektor
EcoRYV hasitohelyére.

(2) Az (1) 1épésben eloallitott plazmidbol kiindulva EcoRI és HindIIl enzimekkel
kivagtuk a Fab-7 fragmentumot, majd az els6 1épésben eldallitott pBluescript-
FRTs vektorba klonoztuk.

(3) Az FRT oligonukleotidokba  tervezett hasitohelyek  segitségével,
fragmentizolalas nélkiil, egypontos ligalassal eldallitottuk a Fab-7 régiod kisebb
fragmentumait (Apal-HindIIl illetve Mval-Ball) FRT-k k&6zé klonozva
hordoz6 plazmidokat.

(4) A legkisebb konstrukciot (FRT-Fab-7 Apal-Ball-FRT) az Apal emésztéssel
eloallitott konstrukciobol Ball enzimmel torténd emésztés, illetve az ezt kovetod
onligalas segitségével allitottuk eld.

(5) Az eléallitott négy konstrukciot (FRT-Fab-7 Mval-HindIII-FRT, FRT-Fab-7
Apal-HindIII-FRT, FRT-Fab-7 Mval-Ball-FRT, FRT-Fab-7 Apal-Ball-FRT)
atklonoztuk a Drosophila embrio transzformaldsdra alkalmas CaSpeR 4
klonozo vektorba.

A nyalmirigy-preparadtumot tartalmazo targylemezeket 30 percen keresztiil 65 “C-os
vizflirdében, 2xSSC oldatban inkubaltuk. Ezutin 10-10 percig 75 %-0s, majd tovabbi 10
percig 95 %-os etanol oldatban inkubdltuk a lemezeket, mikdzben az alkohol oldat

homérseklete 65 °C-rol szobahOmérsekletre csokkent. Ezutdn 2 percig 70 mM NaOH-dal
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denaturaltuk a kromoszoémalis DNS-t, majd haromszor 5 percig mostuk a lemezeket 2xSSC
oldatban. Ezek utan kétszer 5 percig 70 %-os, majd egyszer 5 percig 95 %-os etanol oldatban
dehidrataltuk a lemezeket, majd megszaritottuk dket.

A DIG-jelolt proba elkészitéséhez a Boehringer-protokolt alkalmaztuk, a végtérfogat
20 pl volt (0,1-0,5 pg linearizalt DNS fragment /a white gén egy szakasza/). A hibridizacids
keverék Osszetétele a kovetkezo volt: 40 % formamid, 5 % SSC, 0,1 % SDS, 20 mM NAPO,
(pH=7,00), DNS-proba (0,1-0,5 ul), UP H,O. A DIG-jelolt DNS-t 10 percig vizben foztiik,
majd jégben lehiitottiik és hozzdadtuk a tobbi Osszetevot is. Egy preparatumra 10 pl elegyet
hasznaltunk. A preparatumot 20x30 mm-es szilikonizalt feddlemezzel fedtik. A
preparatumokat 37 °C-on inkubaltuk egy éjszakan at 2xSSC oldatot tartalmazd nedves
kamraban.

A szinreakcid kivaltasahoz a lemezeket el0szor kétszer 3 percig az 1. pufferben (100
mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl pH=7,5) mostuk, majd 30 percig a II. pufferben (I. puffer +
0,5 % blokkolo reagens, 65 °C-on feloldva) inkubaltuk. Ezutdn a lemezeket ismét az I.
pufferben mostuk kétszer 5 percen at. A DIG-Ab-Ap konjugatumot 1:1000 aranyban az I.
pufferben higitottuk, majd a 50-50 pl-t a lemezekre pipettdztunk, és a lemezeket fedélemezzel
fedtiik. Egy Ora szobahdmérsékleten vald inkubacid utdn kétszer 15 percig az 1. pufferrel,
majd kétszer 15 percig a IIl. pufferrel (100 mM TRIS-HCL, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,
pH=9,5) mostuk a lemezeket. Ezutan jégen és sotétben tartva 1 6ran 4t inkubéltuk a lemezeket
a szinreagenssel (4,5 ul NBT, 3,5 ul BCIP /X-phosh/). A reakciét ugy allitottuk meg, hogy a
lemezeket haromszor 15 percig mostuk a IV. pufferrel (10 mM TRIS, 1 mM EDTA pH=8).

Az oriaskromoszdmakat ezek utan orceinnel festettiik.
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3 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1  Mutansizolalasi kisérletek leirasa

Mutagenezis kisérleteink elsddleges célja az volt, hogy egy izolalt PRE szakaszt (az
iab-7 PRE-t), illetve annak kornyezetét tartalmazé transzgenikus konstrukcidk segitségével
azonositsuk azokat a faktorokat, melyek ezen a DNS szakaszon fejtik ki hatdsukat. Azt
reméltiik, hogy a Polycomb-, illetve a trithorax-csoport eddig ismeretlen tagjainak azonositasa
mellett mutagenezis kisérleteink segitségével informaciot nyerhetiink az iab-7 PRE szakaszon
felepiild fehérjekomplex miikodéserdl is.

Muténsizolaladsi  kisérleteinkben  két  kiilonb6z6 transzgenikus  konstrukciot
hasznaltunk. A 18.73.1 jelii konstrukci6 a Fab-7-iab-7 PRE régi6 Apal-Xbal szakaszat
tartalmazza miniwhite riportergén €és annak enhanszere kozé épitve, mig a 102.103.2 jeli
konstrukcidba a Fab-7-iab-7 PRE régid6 HS3 hiperszenzitiv szakaszdnak megfeleld minimal

PRE-t épitették. (3.1 abra)

Fab-7 boundary iab-7 PRE
l & g Y
Xbal
Hindlll Mval Mval Apal fFa” Hindlll
I I I
1 1 i 1
> «18.73.1

p—q102.103.2

3.1 abra A Fab-7-iab-7 PRE régio felépitése
A HS-el jelolt négyzetek a nukledz-hiperszenzitiv helyeket jelolik. Fekete
vonal jelolia 78.73.1, illetve a 102.103.2 transzgenikus konstrukciokba épitett

szakaszokat.
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A 18.73.1 vonal felhasznalasaval EMS-, a 7102.103.2 vonal felhasznalasaval
rontgensugarzas-indukalt mutagenezis kisérletet végeztiink, annak érdekében, hogy a
Polycomb- és a trithorax-csoport 1j tagjait azonositsuk.

3.1.1 Mutansizolalasi kisérlet a 18.73.1 transzgenikus konstrukcio felhasznalasaval

A 18.73.1 jeli transzgént white hattéren homozigdta formaban hordozoé torzs himjeit
EMS-sel mutagenizaltuk, majd w/w; 18.73.1/18.73.1 szliz n6stényekhez kereszteztiik. Az elsé
utddgeneracioban megjelend mintegy 230.000 allat kozott olyanokat kerestiink, amelyek

szemszine eltért a homozigdta /8.73.1 altal meghatarozott szintdl (3.2 abra).

3.2 abra A 18.73.1 vonal szemszine vad és mutans hattéren
a) w/w; 18.73.1/+ heterozigdta ndstény b) w/w, 18.73.1/18.73.1 homozigdta
néstény ¢) sotétitdé mutacid homozigéta 78.73.1 hattéren d) vilagositdé mutacid

homozig6ta 18.73.1 hattéren

Azokat a vonalakat, amelyek a megvaltozott szemszin 6roklodését mutattdk — a

mutans gén kromoszémara valo térképezése utan — torzsbe allitottuk. Ismert Polycomb- és
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trithorax-allélokkal komplementacids analizist végeztiink, valamint jellemeztiik a mutaciokat
a Fab-7° muticiora gyakorolt hatisuk alapjan. A mutaciok genetikai jellemzésének

Osszefoglalasat mutatja be a 3.1 tablazat.

Fab-7 SZUppresszor Fab-7* enhanszer Neutralis

9 ismeretlen

2. kKromoszomas 8 ismeretlen + 7 Pcl 3 ismeretlen
sotétitok + 1 Su(Pc)37D + 5 Pis + 1 Su(z)2
+1wg
2. kKromoszomas 2 ismeretlen 1 ismeretlen
1 Psc
vilagositok + 2 Fes + 2 Psc
6 ismeretlen ' '
3. kromoszomas 5 ismeretlen 1 ismeretlen
+ 1 bon
sotétitok + 15 Sem
+ 1 gpp

3. kromoszomas
3 bon
vilagositok

3.1 tablazat A w/w; 18.73.1/18.73.1 torzs felhasznalasaval végzett EMS-mutagenezis

kisérleteinkben izolalt mutaciok genetikai jellemzése

A Polycomb-, illetve a trithorax-csoport mar korabban ismert tagjai kozil kisérletiink
soran izolaltunk 1 Su(Pc)37D, 7 Pcl, 3 Psc, 15 Scm ¢és 1 Su(z)2 all¢lt. Izolaltunk két, eddig
ismeretlen masodik kromoszomas komplementéacids csoportot, melyeknek a Fehér szem (Fes;
2 allel) és Piros szem (Pis; 5 allél) nevet adtuk (A mutaciok részletesebb leirasat a 3.2.2 ¢és
3.2.3 fejezetek tartalmazzak). A fentieken kiviil azonositottuk a wingless (wg) gén egy alléljat
is.

Az 1zolalt mutaciok némelyikének homeotikus fenotipusa nem felel meg a szemszinre

gyakorolt hatds alapjan vart fenotipusnak, hanem éppen ellentétes azzal (szemszin sotétitd
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hatds ¢és trithorax-jellegi homeotikus fenotipus). Ezeket a funkcionyerésesnek tiind
mutacidkat rontgensugarzassal megprobaltuk revertalni. A reverzids kisérletek soran (3.1.2
fejezet) kideriilt, hogy izolaltunk 1 funkcionyeréses €és 3 funkciovesztéses bonus (bon) allélt,
illetve 1 funkcionyeréses grappa (gpp) allélt is. Az altalunk izolalt gpp és bon allélokkal
veégzett kisérleteink részletes leirasa a 3.2.4 és 3.2.5 fejezetekben olvashato.

Az altalunk izolalt tovabbi 35 mutacid6 komplementalhaté az eddig megismert
Polycomb-, illetve trithorax-gének mutacidival, és egymassal sem alkotnak komplementécios
csoportot.

3.1.2 Reverzios kisérletek

Mivel a 18.73.1 vonallal végzett muntansizolalasi kisérleteinkben EMS-t hasznaltunk
mutagénként, valoszintsitettiik, hogy funkcidnyeréses all¢lokat is izoladlni fogunk.
Funkcionyerésesnek gondoltuk azokat a mutacidkat, amelyek szemszinre gyakorolt hatasa
nem volt &sszhangban homeotikus fenotipusaval, illetve a Fab7’ mutacidéra gyakorolt
hatasaval. Ezeket az all¢lokat megprobaltuk rontgen besugarzassal revertalni.

Az 1zolalt revertansok larvalis nyalmirigy oriaskromoszomait citologiailag vizsgaltuk
kozos toréspontot keresve. Az egyes revertansokkal komplementacios analizist végeztiink
egymas kozott, az eredeti mutans alléllal, illetve ismert Polycomb- és trithorax-csoportba
tartozd gének mutans alléljaival. Igy sikeriilt azonositani a bon és gpp gének mutacioit. Az
altalunk izolalt EMS-indukalt mutacidk koziil még tovabbi kettd bizonyult revertalhatonak
(15 ¢és 24;3.2.6.3 ¢s 3.2.6.5 fejezetek).

A reverzios kisérletek sordn nem csak revertansokat, hanem eddig ismeretlen
szuppresszorokat is azonositottunk, melyek — szemszinre gyakorolt vilagositd hatasuk alapjan
- varhatoéan a trithorax-csoport 0j tagjai. Ilyen példaul a Vi, a V19 és a PZ3 allélok altal
keépviselt komplementacids csoport a masodik kromoszoman. Feltételezésiinkkel ellentétben

. ’ r worge R DI 1 r Ry ’
azonban mindharom allél er8siti a Pci®’ , az Scm”™, az Sce’ és a Pc’ mutaciok éltal okozott



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK 52

Polycomb-jellegli  fenotipust (extra sex comb, Mcp, Cbx [Contrabithorax]). A
komplementéacios csoport legerdsebb allélja a PZ3, mely az Asx’ mutacioval is dominans,
Polycomb-jellegii interakciot mutat. A komplementacids csoport tagjai a Fab-7° mutacionak
is enhanszerei, ami szintén POLYCOMB-szerui funkciora utal. Ez a kiilonos kettds fenotipus
(trithorax-jellegli szemszin vilagositdé hatds és Polycomb-jellegli homeotikus fenotipus)
valészintlileg a Polycomb- ¢€s a trithorax-csoport génjei kozott fennalld szabalyozasi halozattal
magyarazhat6 (1.2.3.4 fejezet).

Reverzios kisérleteinkben — amint az varhat6 volt - az altalunk azonositott Fes gén 3
Gijabb alléljat (Fes'”, Fes”, Fes'”) is izolaltuk a szemszins6tétité mutaciok szuppresszoraként.
3.1.3 Mutansizolalasi kisérlet a 102.103.2 transzgenikus konstrukcio felhasznalasaval

A 18.73.1 vonallal végzett kisérlet utan azért valasztottuk a 702.103.2 vonalat tovabbi
mutagenezis kisérleteinkhez, mert ez a konstrukcié az iab-7 PRE legsziikebb, még PRE-ként
funkcionald szakaszat tartalmazza. Igy elkeriilheté, hogy olyan mutaciokat izolaljunk,
amelyek tamadaspontja az iab-7 PRE szakaszon kiviil es6 valamely jarulékos PRE- vagy
TRE-jellegli szekvencia. Az ) mutagenezis kisérletiinkben rontgensugarzast alkalmaztunk
mutagén agensként, hogy elsdsorban funkciovesztéses mutaciokat nyerhessiink.

A 102.103.2 jelii transzgént white hattéren homozigéta formaban hordozo torzs himjeit
rontgen besugarzassal mutagenizaltuk, majd w/w; 102.103.2/102.103.2 sziiz nOstényekhez
kereszteztiik. Az elsé utdodgeneracidban megjelend mintegy 240.000 allat kozott olyanokat
kerestiink, amelyek szemszine eltért a homozigota /02.103.2 altal meghatarozott szint6l (3.3

abra).
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3.3 abra A 102.103.2 vonal szemszine vad és mutans hattéren
a) ww, 102.103.2/+ heterozigbta ndOstény b) w/w;, 102.103.2/102.103.2
homozig6ta ndstény ¢) sotétitd mutacidé homozigoéta 702.103.2 hattéren d)

vilagosité mutacio homozigota 702.103.2 hattéren

A jeloltek altal hordozott mutaciokat kromoszomara térképeztilk, majd torzsbe
allitottuk. A beallitott vonalakon citologiai vizsgalatot végeztiink. Tobb mutacid esetében a
29EF régioban talaltunk atrendezddést; err6l a kromoszémalis poziciordl —azt
valdszintisitettiik, hogy ez a konstrukcid integracids helye lehet. Azért gondoltunk erre, mert
ha a konstrukcié helyének parosodasa a homolég kromoszémaval sériil, abban az esetben a
konstrukcion kialakuldé gatlas megsziinik. Az Aaltalunk taldlt egyéb kromoszémalis
toréspontokat a 3.4 abra foglalja 6ssze.

Mivel a 18.73.1 vonallal végzett kisérleteink alapjan a Fes és Pis gének kiillondsen
érdekesnek bizonyultak, a 702.103.2 vonallal végzett mutagenezis kisérlet soran izolalt

mutaciok koziil komplementacids analizissel els6sorban ezen két gén alléljait kerestiik. A
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harmadik kromoszomas mutdciokat ismert Polycomb-, illetve trithorax-csoportba tartozo
gének mutacidival kereszteztiik, esetleges allélizmust, vagy interakcidkat keresve.

A 102.103.2 vonallal végzett kisérletiink soran a Pis gén 3, mig a Fes gén 2 alléljat
sikeriilt azonositanunk. Ezen feliil izolaltunk még 6 Pcl, 1 Su(z)12, 1 vtd, 1 bon és 2 wg allélt
1s. Azonositottunk 2 male-specific lethal (msl)-tipusi mutacioit is, illetve a Df(3L)kto2 delécid
altal lefedett régidba esd egyik gén 3 alléljat, melyek valoszinlileg egy 0j lokuszt jeloInek ki.
Ezt a feltételezett 10kuszt a tovabbiakban kto2 (kohtalo2)-ként jelolom.

Az ismert és ismeretlen komplementéacios csoportokat mutatja be a 3.2 tablazat.
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végzett rontgensugarzas-indukalt mutagenezis

kisérlet soran nyert kromoszomaatrendezédések altal érintett

kromoszomalis régiok

szintén kaptunk toréspontokat - nincs feltiintetve.
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Azonositott | Ismeretlen
3 Pis
2. kromoszomas sotétitok 2 wg 38
6 Pcl
2. kromoszomas vilagositok 1 Fes 0
1 vtd
1 Suiz)12
3. kromoszomas sotétitok 4
3 kto2
2, ,msl”
3. kromoszomas vilagositok 1 bon 8

3.2 tablazat A w/w; 102.103.2/102.103.2 torzs felhasznalasaval végzett rontgen-

mutagenezis Kisérleteinkben izolalt mutaciok genetikai jellemzése

3.1.4 A mutansizolalasi kisérletek soran tett megfigyelések

Hagstrom ¢€s munkatarsainak 1997-es publikdcioja alapjan vérhatdo volt, hogy
kisérleteink soran azonositani fogjuk azon kordbban ismert gének mutacioit, melyek hatéssal
vannak az altalunk hasznalt konstrukciok szemszinére. A varakozasnak megfelelden
azonositottunk tobb Pcl és Scm allélt. A Pc és a Sce gének alléljait nem izoldltuk. Nem
azonositottunk egyetlen E(z), Trl és trx allélt sem, pedig ezen gének mutacidi Hagstrom és
munkatarsai szerint hatnak a /8.73.1 vonal szemszinére. Ezen ellentmondas feloldasa céljabol
magunk is teszteltik az emlitett géneknek a homozigota 718.73.1 szemszinére gyakorolt
hatasat. Kisérleteink szerint a publikdcidban szerepld adatokkal ellentétben sem a trx, sem a

Tri"”¢ mutacié heterozigota formaban nincs hatassal a szemszinre, igy nem meglepd, hogy
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mutacidikat nem azonositottuk. Az E(z) gén mutacioi (E(z)’, E(z)"™, E(z)**", E(z)*") valoban
sotétitik a transzgenikus szemszint, altalunk ismeretlen okokbdl (valosziniileg a nem tul erds
sOtétitd hatads miatt) azonban nekiink nem sikeriilt 0 allé¢ljaikat azonositani. Fontos még
megemliteni, hogy a 702.103.2 vonallal végzett mutagenezis kisérletiink sordn nem
azonositottunk egyetlen Scm allélt sem, annak ellenére, hogy az altalunk megvizsgalt Scm””
allél jelentdsen sotéti a 102.103.2 vonalra jellemzd szemszint.

A két kisérlet sordn a mar korabban ismert gének koziil azonositottuk a wg gén 3
alléljat, a Su(Pc)37D gén 1 alléljat, a Psc gén 3 alléljat, a Su(z)2 gén 1 alléljat, a Scm gén 15
alléljat, a Pcl gén 13 alléljat, a vid gén 1 alléljat, a Su(z)12 gén 1 alléljat, a bon gén 5 alléljat
¢s a gpp gén 1 alléljat. Azonositottunk ezen feliil 2 ms/-tipusih mutéciot, és egy olyan, eddig
ismeretlen gén 3 alléljat, mely a Df(3L)kto?2 altal lefedett régioba esik. A Pis gén 8, a Fes gén
3 alléljat azonositottuk sszesen a két mutagenezis kisérlet soran.

Egyes allélok (Su(Pc)37D, Psc, vtd) a varttal ellentétes hatast mutatnak a konstrukcio
altal kialakitott szemszinre; ezek feltételezhetden nem kozvetleniil hatnak a konstrukcidban
1évé PRE szakaszra, hanem valamely mas, Polycomb- vagy trithorax-csoportba tartozd gén
szabalyozasan keresztiil. A madsik lehetdség, hogy egyes mutaciok az adott gének nem
egyszerti funkcidvesztéses, hanem kiilonleges, funkcionyeréses alléljai. Azokat az allélokat,
ahol ez a gyanu felmeriilt (3.2.4, 3.2.5 ¢és 3.2.6 fejezetek) rontgen reverzios kisérletnek
vetettiik ala.

A reverzios kisérletek, azon tul, hogy egyes esetekben lehetévé tették az EMS-sel
végzett mutagenezis kisérletbdl szarmazo allélok azonositdsat, komoly segitséget nyljtottak
az azonositott génekkel végzett késObbi kisérletekben is. A gpp gén esetében az altalunk
azonositott toréspontok segitették a gén klonozasat.

A bon gén azonositasa a tovabbi mutagenezis kisérletek szempontjabol is elsédleges

fontossagu volt. A bon gén funkcidvesztéses mutacioi a transzgenikus allatok szemszinét
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vildgositjadk, emiatt a bon allélok szuppresszorként viselkednek azokban a kisérletekben,
amelyekben a sotétitd hatast mutaciokat a szemszin alapjan probaljuk revertalni. A bon gén
alléljait barmely reverzios screen jeloltjei koziil érdemes elsOként kisziirni, ugyanis a bon
allélok nagyon gyakoriak. Ennek lehetséges oka a gén nagy mérete (~35 kb), illetve a
funkciovesztéses bon allélok erds vildgositd hatdsa. A revertdns bon allélokat hasznaltuk az
EMS mutagenezis kisérletek soran izolalt harmadik kromoszomas vildgositdo jeloltek
komplementacios analiziséhez is.

A szuppresszorok, amellett, hogy a reverzids kisérletek melléktermékei, olykor
hasznosnak bizonyulhatnak. S6tétitdé mutaciok szuppresszoraként izolaltunk 3 Fes allélt, és
egy haromtagii masodik kromoszémas komplementacids csoportot is. Ezek a mutaciok az
eredeti soOtétitd mutaciotdl elvalasztva vildgositottak a transzgenikus konstrukcid A4ltal
kialakitott szemszint.

Muténsizolalasi kisérleteinkben mindkét transzgénnel izolaltunk olyan sotétitdket,
illetve vilagositokat, amelyekben a mutdcid a transzgenikus konstrukciot érintette. A
vildgositokban a miniwhite riportergén, illetve a white enhancer szenvedett kadrosodast. Az igy
mutalddott konstrukciot heterozigota allapotban hordozo6 legyek szemszine fehér. A sotétitok
esetében vagy a teljes konstrukcio kiesett a genombdl (ekkor a kérosodott konstrukciora
nézve homozigdta legyek szemszine fehér), vagy a PRE funkcioja kdrosodott (ekkor a
konstrukcidra nézve homozigota legyek szemszine sotétebb a heterozigdtakénal, és a sotétitd
jelleget nem lehet rekombinacidval eltavolitani a konstrukcidtdl). A 18.73.1 vonal hatterében
legalabb 4 olyan mutéciot izolaltunk, mely a konstruktot érinti, a /02.103.2 konstrukcid
hatterében a toréspontok alapjan 15 vonalrél gyanitjuk, hogy a konstrukcid, vagy annak
parosodasa szenvedett kdrosodast. Ilyen jellegi mutaciok a reverzios kisérletek sordn is

rendszeresen elofordultak. Kiilondsen fontosak a konstrukcioban talalhatdo PRE szakasz EMS-
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indukalt mutacioi. A mutacidt szenvedett PRE szekvenalasaval esetleg azonosithatok lesznek
a PRE funkci6jahoz sziikséges fehérjék kotohelyei.

A reverzios kisérletek sordn megfigyeltiik azt is, hogy egyes szemszinre hato
mutaciok, példaul a scarlet (st) és a claret (ca) homozigota recessziv formaban vilagositjak a
transzgenikus konstrukci6 altal kialakitott szemszint. Mivel a TM3 kromoszéma hordozza a
st, a TM6 pedig a ca markert, egyes esetekben a revertalanddo mutaciok szuppresszoraként
ezen két gén alléljait izolaltuk.

Mivel a 102.103.2 vonallal végzett mutansizolalasi kisérletb6l szadrmazd sotétitd
mutaciok esetében tobb olyan kromoszomalis atrendezddeést figyeltiink meg, amely a masodik
kromoszoma 29-es régidjanak kozelében okoz torést, azt gondoltuk, hogy ez a régio kozel
eshet a 7102.103.2 integracios helyéhez. Azt feltételeztiik, hogy az atrendezddések minden
bizonnyal megzavarjdk a konstrukcid parosodasat, emiatt sotétitik a transzgenikus allatok
szemszinét. Hogy igazoljuk ezt a hipotézist, és hogy megallapitsuk az altalunk hasznalt
transzgenikus konstrukciok beépiilési helyét a kromoszomaba, a white gén egy szakaszat
hasznalva probaként in situ hibridizaciot végeztiink larvalis nyalmirigy oriaskromoszomakon.
A felhasznalt larvak homozigota formaban hordoztdk a vizsgédlni kivant transzgenikus
mindkét vonal esetében csupan egy hibridizacids jelet kaptunk. Vizsgdlataink alapjan a
102.103.2 transzgenikus konstrukcié a 29E-29F2 régidban, mig a /8.73.1 konstrukcio az 54E-

54F2 régioban lokalizalodik.

3.2 A Kkisérletek soran izolalt érdekesebb mutaciok tovabbi vizsgalata
3.2.1 Ellentmondasos fenotipust mutato funkciovesztéses mutaciok
A Su(Pc)37D gén altalunk azonositott mutacidja szemszinsotétitd hatast, bar ennek

ellenkezdjére szamithatnank, hisz a gén a trithorax-csoport tagja. A Su(Pc)37D génnek egy
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allélja volt csupan ismert korabban (http://flybase.org), kisérleteink szerint ez is sotétiti a
18.73.1 transzgén altal meghatarozott szemszint. Ezek alapjan az altalunk azonositott allél
val6szinlileg nem funkcionyeréses. A Su(Pc)37D fehérje valdszinlileg nem hat kdzvetleniil az
iab-7 PRE-ra, a sotétitd hatas annak tudhat6 be, hogy a mutacié miatt lecsokken a Su(Pc)37D
altal regulalt PoLycOMB-fehérjék mennyisége, aminek kovetkeztében a transzgenikus
kontrukcion a gatlas meggyengiil.

Hasonl6 okai lehetnek annak is, hogy az altalunk azonositott v¢d allél (¢7xG) szintén
sOtétiti a /8.73. 1-es vonal szemszinét.

A Psc gén alléljait mind a mutagenezis kisérletekben, mind a reverzios kisérletekben —
mint szuppresszorokat — izolaltunk. Ezek az allélok is ellentétes modon viselkednek, mint
ahogy varjuk: annak ellenére vilagositjak a szemszint, hogy a Psc a Polycomb-csoport tagja.
Valoszintileg a PSC maga nem vesz részt a PRE-n kialakuld represszor komplex felépitésében,
de szerepe lehet az iab-7 PRE-n jelen 1évé POLYCOMB-csoportba tartozo fehérjék génjének
represszalasaban. A PSC géntermék mennyiségének csokkenése miatt ezen gének
derepresszalodnak, fehérjetermékiik mennyisége megnd, igy a transzgén gatlasa erésodik.

Korabbi kisérletekben megallapitottdk, hogy a Psc funkcidovesztéses mutacidja a
Su(z)2 géntermék mennyiségének novekedését okozza (Wu és Howe, 1994). Valosziniileg a
mi mutdcidink esetében is ez torténik, €s a SU(z)2 géntermék mennyisége van kozvetlen
hatassal a konstrukcioban 1évé PRE-ra. Ezt a feltételezésiinket az is alatdmasztja, hogy a
18.73.1 vonallal végzett mutagenezis kisérletiinkben azonositottunk egy Su(z)2 allélt, mely a

szemszint sOtétiti.
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3.2.2 Piros szem (Pis) (CG16975)

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 18.73.1 konstrukcio
altal hordozott silencer (az iab-7 PRE) harom gén dozisara kiilondsen érzékeny, ugyanis
mutacidik a transzgenikus szemszint nagyon erdsen sotétitik. Ezek koziil ketté mar kordbban
ismert volt (Scm és Pcl). A harmadikat, melynek mutacidja a szemszint erdsen sotétitette,
Piros szem-nek (Pis) neveztik el. Eddig 5 EMS- illetve 9 rontgensugarzas-indukalt alléljat
izolaltuk laborunkban. A kordbban méas modszerekkel (Fab-7 enhanszer hatas alapjan) izolalt
allélok koziil nem mindegyik sotétiti erdsen a transzgenikus konstrukciok altal kialakitott
szemszint.

A Pis egyes alléljai Mcp fenotipust mutatnak, illetve a Fab-7° mutacié enhanszerei,
s6t egy EMS-indukalt allé] kivételével (Pis*®) mindegyik erdsiti a Fab-7' mutacio fenotipusat
is. A Pis gén alléljai er0s genetikai interakciot mutatnak az Scm, illetve a Pc/ gének
mutacidival is (az Mcp ¢€s az esc fenotipusok enhanszerei). Ezen megfigyelések arra utalnak,
hogy a PIS fehérjének kulcsfontossdgl szerepe van a POLYCOMB-komplex létrehozasaban,
valamint, hogy miikddése nem korlatozodik az iab-7 PRE szakaszra (3.5 abra).

A Pis gén alléljainak komplementacios analizise, €s deléciokkal valo térképezése a
CG16975 annotalt génre iranyitotta a figyelmiinket. Id6kozben kozolték egy uj Polycomb-gén
(dSfmbt) klonozasat a régioban (Klymenko ¢és mtsai, 2006), melynek alléljaval
komplementacidés keresztezést végezve a Pis allélikusnak bizonyult. Klymenko ¢és
munkatarsai a dSfmbt gén fehérjetermékét a PHO fehérjével egyiitt tisztitottdk a PHORC (PHO
Repressive Complex) részeként. Kimutattak, hogy a DSFMBT fehérje MBT-doménje a H3
hiszton K9 aminosavanak ¢s a H4 hiszton K20 aminosavanak mono- €s dimetilalt formajahoz

kot, de nem ismeri fel sem a trimetilalt, sem a metilalatlan formakat.
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3.5 abra

+/+ ;g Pis'/Pis™ e

A Pis""’/Pis**** interallélikus kombinaci6 fenotipusa

Az 4bra bal oldalan egy vad tipusi, jobb oldalan egy Pis’'’/Pis****

genotipusu
légy potroha lathato. A Pis'!’/Pis®** legyek minden potrohszelvénye a
mogotte elhelyezkedd szelvényhez valik hasonlova. A hatodik potrohszelvény
eltinik (Fab-7 fenotipus), a negyedik az o6tddikhez hasonloan fekete
pigmentacioju (Mcp fenotipus), a harmadik szelvényen szintén fekete klonok

SIRE9 al1élt

figyelhetok meg. A potrohszelvényeket Al-t6l A6-ig jeloltik. (A Pis
a 102.103.2 transzgenikus konstrukcid hatterében izolaltuk rontgensugarzas

segitségével, a Pis’’’ mutaciot laborunkban Ardé LaszIo izolalta.)

Ezen ismeretek birtokaban kijelenthetjiik, hogy a Pis mutaciok hatasa az iab-7 PRE

szakaszra kozvetlen, hiszen a PIS-DSFMBT az iab-7 PRE szakaszon felépiild komplex

esszencialis része.

A P18 fehérje nem csupan a homeotikus gének szabalyozasaban tolt be fontos szerepet.

. s . r . . . 55B . 110 - 112 Y r
Mind a homozigota Pis”® és Pis''’, mind a Pis™?/Pis'"’ interallélikus kombinaciét hordozo

larvakban fokozott vérsejt-proliferacid, valamint a kristalysejtek szamanak novekedése é€s

spontan lamellocita képzddés figyelheté meg. Mindkét Pis allél rontgen besugarzassal
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keletkezett. Mig a Pis™? genetikai értelemben null allél, a Pis’'? egy életképes hipomorf allél,
amely egy bizonyos alfunkcidjara nézve antimorfnak tekinthetd. Mindkét allél a Polycomb-
jellegli homeotikus fenotipusok enhanszere és az E(z)”™ fenotipusanak erds szuppresszora
(Bajusz Izabella személyes kozlése).

3.2.3 Fehér szem (Fes)

Mindkét transzgenikus vonallal végzett kisérletiinkben, illetve — mint szuppresszort - a
reverzids kisérletek soran is izolaltuk annak a masodik kromoszémas génnek a mutacioit,
melynek a transzgenikus szemszinre gyakorolt erds vildgositd hatdsa miatt a Fehér szem (Fes)
nevet adtuk. Az Aaltalunk izolalt osszes allél (EMS-indukalt allélok: Fes”™”, Fes'?’"?,
Fes"®4. rontgen-indukalt allélok: Fes'”, Fes", Fes'”) a Fab-7° mutaci6 fenotipusanak erés
szuppresszora. Ezek alapjan a Fehér szem valoszinlileg a trithorax-csoport eddig ismeretlen
tagja.

A mutaci6 a black (b) (34D1) és a purple (pr) (38B3) markergének kozé térképezddik,
a b-t61 kb. 2, a pr-t61 kb. 4 cM-re. A régiot atfed deléciosorozattal kikeresztezve a Fes'” jelti
rontgen-indukalt allél azonban egyik delécidval sem mutat letalitast, csupan a Df(2L)b75
delécioval figyelhetd meg a himeken iab-6" fenotipus. A Fes allélok egymassal sem mutatnak
minden esetben letalitast: bar az altalunk izolalt allélok nem komplementélnak, a laborunkban

S64A41

korabban Blastyak Andras altal izolalt Fes (rontgen-indukalt Fes allél) komplementélja a

2, V7
Fes'” és a Fes

allélokat. Ez az eredmény — valamint az, hogy a Fes a régiot atfedd
deléciokkal szemben sem letalis -, arra utal, hogy lehetséges, hogy az altalunk izolalt Fes
allélok funkcionyeréses természetiiek.

A Fes mutaciot a [8.73.1 transzgént hordozd kromoszémarol rekombinacioval
eltavolitottuk, igy lehetévé valt a mutacid mas tipusat PRE-t tartalmazd konstrukcidkra

gyakorolt hatdsanak vizsgalata. A Fes géntermé¢k mennyiségére mas, iab-7 PRE-t tartalmazo

transzgének is érzékenyek, mig az Mcp PRE-t hordozod transzgenikus konstrukciok
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érzéketlenek. Ennek alapjan azt mondhatjuk, hogy a FES fehérje hatasa valoszintileg
specifikus az iab-7 PRE szakaszra.
3.2.4 grappa’*

A harmadik kromoszomara volt térképezhetd a /8.73.1 vonallal végzett mutagenezis
kisérletben azonositott 944 jelli mutacid, mely a szemszint erésen sotétitette, ugyanakkor iab-
5, vagyis trithorax-jellegli homeotikus fenotipust mutatott. A mutacid6 homozigota formaban
késoi1 babletalis. A ki nem keld, homozigota allatok a trithorax-csoport tagjainak mutacioira
jellemzd fenotipust mutatnak: erds iab-57, iab-6" és gyenge iab-7  fenotipusuak, harmadik
labukon is megtaldlhaté az egyébként csak a masodik labra jellemzdé apikalis szor, a
kozéptorukon engrailed (en) mutéaciora jellemzd fenotipusu klonok figyelhetok meg. Az en
egy ugynevezett szegment polaritas gén, mely a homeotikus génekhez hasonloan POLYCOMB-
€s TRITHORAX-fehérjék szabalyozasa alatt all (Kassis és mtsai, 1989). Az engrailed fenotipus
tehat trithorax-funkciovesztésre utal. Mivel a szemszinre gyakorolt s6tétitd hatas alapjan nem
varnank, hogy a mutans trithorax fenotipust mutasson, azt kellett feltételezniink, hogy a 944
egy funkcionyeréses allél.

A 944 jelli mutaciot rontgen besugarzassal revertaltuk. A reverziods screen soran kb.

45.000 allatot néztiink at, 21 revertans torzset allitottunk be. Genetikai interakciok alapjan

R1-944 R3-944

feltételezziik, hogy a vonalak kozil 19 teljes, mig 2 (a gpp €s a gpp ) csupan
parcialis revertans.

A revertans vonalakkal komplementécios analizist végeztiink. A revertansok egy része
egymassal korai letdlis, mas résziik késdi babletalis. A revertans kromoszémak citologiai
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy egy résziikben jol lathaté kromoszdéma-atrendezddések
talalhatok, amelyek egyik toréspontja minden esetben a 83EF citoldgiai régioba esik. Ebbe a

citologiai régioba (83E6-83E7) térképezddik egy korabban megismert, trithorax-csoportba

tartozo gén, a grappa. Ezért a 944 revertansokat a grappa’ alléllal komplementaltattuk. Azt
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talaltuk, hogy a 944 revertansok a grappa’ alléllal késéi babletalisok. A 944 tehat a grappa
gén egy funkcionyeréses alléljanak bizonyult.

A grappa alléljai nem viselkednek egységesen a Polycomb-csoportba tartozd gének
mutacidival adott interakcidikban. Amig példaul a gpp’” enhanszere, addig a gpp’*
szuppresszora az Sce, a Pcl és az Scm mutéaciok fenotipusdnak.

A gpp gén muténs alléljai gyengitik a kromoszomak telomerjének kozelébe helyezett
riportergén represszidjat, de nincsenek hasonld hatissal a centromerikus PEV (Pozicio
Effektus Variegacid) esetén. A telomerikus silencing gyengitése tekintetében a gpp”* a
gyengeébb allélok kozé sorolhatd (Shanower és mtsai, 2005).

A gpp gén hossza 42 kb, az altala kodolt RNS-ek 6,5-10 kb hosszisagtiak. A gén 12
potencialis RNS-t kodol, melyek 5 exonban azonosak. A génrdél termelédd RNS-ek
Osszetételének profilja az egyedfejlddés soran valtozik. A GPP fehérje (171-232 kDa) N-
terminalis doménje szignifikans (~42%-0s) homologiat mutat a S. cerevisiae DOT1 fehérjével,
de a grappa fehérjének tobb olyan doménje is van, ami az élesztd DOT1-ben nem talalhato
meg (coiled coil domén, ATP/GTP koté domén, alanin-, prolin-, hisztidin-, glutamin-gazdag
régio).

Az élesztd DOTI fehérje a H3-as hiszton K79 metiltranszferdz enzimjeként mitkodik.
Imagokorongok immunfestésével, illetve az imadgokorongokbol izolalt fehérjéknek a K79-es
pozicidjaban metilalt H3-as hiszton elleni ellenanyaggal végzett Western blotjaval
kimutathato, hogy a gpp mutans egyedekben a H3-as hiszton K79 aminosavjanak metilacios
szintje a normalisndl alacsonyabb. Ez arra utal, hogy a GPP fehérje, €leszté homoldgjahoz

hasonloéan H3 K79 metiltranszferazként viselkedik (Shanower és mtsai, 2005).
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3.2.5 bonus''"*

A mutansizolalasi kisérletiink soran talalt harmadik kromoszémas mutaciok koziil a
1174 jeli mutédcid sotétitette legerdsebben a 18.73.1 transzgenikus konstrukcid altal
kialakitott szemszint. A homozigdta mutans egyedek életképesek, szemsziniik a vad tipushoz
hasonld piros. A heterozigota allatok iab-5 fenotipust mutatnak. Meglepé moddon, a
homozigdtaknak az iab-5" fenotipusa gyengébb, a homozigota anyaktdl szarmazd homozigota
legyek pedig nem is mutatnak iab-5" fenotipust. A 1174 gyenge, klonalis Fab-7’
SZUppresszor.

A szemszin alapjan tehdt a 1174 egy Polycomb-jellegii gén funkcidvesztéses
alléljanak tiint, mig homeotikus fenotipusa (iab-5") trithorax-szeri volt. Ezek alapjan gy
gondoltuk, hogy a 1774 funkcionyeréses mutaci6. Ezt alatdmasztotta, hogy a 1174
rontgensugarzassal revertalhatonak bizonyult.

A reverzids screen soran kb. 60.000 légy kozott kerestlink revertanst, 21 revertans
vonalat allitottunk be. A revertdnsok szemszine hasonldo a /8.73.1 vonal homozigota
szemszinéhez, vagy vilagosabb anndl. A revertansok transzheterozigé6ta allapotban altalaban
késO1 babletalisok, €és tobbnyire csak a ndstények érik el ezt a kort. A babbol kiboncolt
homozigdta allatoknak nincs lathatd homeotikus fenotipusa. Egyes kombinaciokban a
transzheterozigdta himek is elérik a farat adult allapotot, vagyis a babbdrben késén, mar
kiszinezédott allapotban pusztulnak el, s6t, olykor ki is kelnek. A revertansok a Fab-7°
mutacid gyenge, vagy kdzepes szuppresszorai.

A revertansok oOriaskromoszomait citologiailag vizsgéltuk. Négy revertans torzs
kromoszomai mutattak k6zos toréspontot a 92E régidoban. Kikerestiik az ebben a régioban P-
elemet hordozd vonalakat Mardy Péter és Szidonya Janos torzsgylijteményeébdl. A 92E
régioba esett a BONUS nevii transzkripcios faktort kodold gén harom P-elemes allélja (bon*’ o

bon®*"?, bon*s"" %). (A http://flybase.org adatai alapjan a bonus gén pontositott pozicidja:
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92F2-92F3.) A harom allélt elkértiik, komplementacids analizist végeztiink. A revertdnsok
allélikusnak bizonyultak a bon gén P-elem-indukalt alléljaival. A P-elem-indukalt allélok

1174

koziil a bon™"’ bizonyult a legerdsebbnek, ez a bon Osszes revertansaval letalis volt. A

74

masik két P-elem-indukalt allél gyengébbnek mutatkozott, a bon’'"* revertansokkal egyes

kombinaciokban kikeld ndstényeket figyeltlink meg, amelyek szarnya furcsa, gylrott

RI13-1174 249/12 -

fenotipust mutatott. A bon jelii revertanst a bon jelti allélal keresztezve himek is
kikelnek, amelyek szintén mutatjak a jellegzetes szarnyfenotipust.
A bon®*"? P-elem mobilizalasaval 18 olyan exciziés mutans torzset allitottunk eld,

RI3-1174 1174 I
A (bon revertans)

melyek az altalunk izolalt leggyengébb, funkciovesztéses bon
alléllal szemben letalisok. Feltételezésiink szerint ezek az allélok a P-elem pontatlan
kivagddasaval keletkeztek. Az ezen moddszerrel izolalt Osszes funkciovesztéses bon allél
vilagositja a homozigéta /8.73.1 vonal szemszinét.

A fentiek alapjan azt mondhatjuk, hogy a /174 a bon funkcionyeréses allélja. A
revertansok és a P-elem kivagodasaval keletkezett allélok allélikusnak bizonyultak tobb EMS-
indukalt vilagositd6 mutacidval is, melyek a bon funkcidvesztéses alléljai. Ezek a
funkciovesztéses allélok (bon™P™, bon™ " &s bon™ ™) vilagositjsdk az Mcp PRE-t
tartalmazo transzgenikus konstrukcio altal kialakitott szemszint is. Ennek alapjan ugy véljik,
hogy a BON fehérje miikddése nem specifikus az iab-7 PRE szakaszra. Kisérleteink soran az is
kideriilt, hogy a bon gén funkcidovesztéses muticidoi csak azoknak a transzgenikus
konstrukcidknak a szemszinét vildgositjdk, amelyek a white enhancer szakaszt 1is
tartalmazzak, a vilagositd hatdshoz azonban a PRE jelenléte is elengedhetetlen.

A bon gén szerepét a larvalis periféridlis idegrendszer és bél fejlodésében mar
korabban kimutattdk (Salzberg €s mtsai, 1997; Beckstead és mtsai, 2000). A BON fehérje

homologjai egérben €s emberben a TIF1ALPHA, a TIFIBETA ¢€s a TIF1GAMMA (TRANSCRIPTION

INTERMEDIARY FACTOR 1). A TIF] csalad tagjai transzkripcids aktivatorok és represszorok,
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tobbnek is szerepe van a szteroid hormonok altal kivaltott génaktivacid 1étrejottében. A csalad
tobb tagja kapcsolatba 1¢ép hiszton-deacetilazokkal illetve kromoszomalis proteinekkel (Fraser
és mtsai, 1998; Nielsen és mtsai, 1999; Venturini és mtsai, 1999; Cammas és mtsai, 2002;
Remboutsika ¢és mtsai, 2002; Cammas ¢és mtsai, 2007).

A BON fehérje homologjaihoz, a TIF1 csalad tagjaihoz hasonléan egy RBCC (RING
finger, B box-ok, coiled coil) motivumot tartalmaz a fehérje N-terminalis részén. Ezeken a
doméneken kiviil talalhat6 még egy PHD finger és egy bromodomén is a BON fehérje
szekvenciajaban. Ez a doménszerkezet, valamint az a megfigyelés, hogy a BON fehérje az
oriaskromoszoma tobb szaz sdvjahoz kotddik, arra utalnak, hogy a fehérje a
kromatinszerkezet szintjén latja el feladatat. Ezt alatadmasztja a hon mutacid6 PEV-re gyakorolt
hatasa, a fehérje egyes nuklearis receptorokkal valo interakcioja, valamint azok az éleszto két-
hibrid kisérletek, melyek szerint a BON kolcsonhatdsba 1ép a POLYCOMB-csoport egyes
tagjaival is (Beckstead ¢és mtsai, 2001; Beckstead és mtsai, 2005).

Az irodalmi adatok alapjan tehat a BON fehérje génregulatorként mikodik, a mi
csoport tagjaként veszt részt. Ezen kovetkeztetésiink tovabbi megerOsitésére egy
kisérletiinkben az iab-6" homeotikus fenotipus alapjan vizsgaltuk, hogy a bon mutacid erdsiti-
e a trx gén mutacidja altal okozott homeotikus fenotipust. A bon & trx keresztezéseket
mindkét irdnybol elvégeztiik. Az eredmények értékelésénél két kiilonbdz6 mérdszamot
vettiink figyelembe: a 3.3 tablazatban feltiintettiik, hogy az utdédok hany szazaléka mutatja az
1ab-6" fenotipust, illetve, hogy atlagosan az utddok egyetlen hatodik sternitjén hény szor
jelenik meg. Mind az altalunk vizsgalt funkcionyeréses (bon'’’), mind a funkciovesztéses
bonus™®™ (EMS-indukalt vilagosité) allél erésitette a Df(3R)red trx altal okozott iab-6
fenotipust, ha az anya hordozta a frx mutaciot. A masik iranybol végezve a keresztezést csak

1174

a funkcionyeréses bon" " allél bizonyult a #rx gyenge enhanszerének.
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A bon™™ funkcidvesztéses, vilagositd allél a ph®'’ (er8s ph allél) altal mutatott
Polycomb-jellegii fenotipusokat (Fab-7, Mcp, Cbx) jol szuppresszalia. A bon''™

.y , , . 1 4 r r
funkcionyeréses allél viszont a ph*’’ mutacié Cbx fenotipusanak enhanszere.

szor/sternit
keresztezés utod &'(db) iab-6" himek
atlag
bon™*™/TM3 (170) 4,1 % 0,05
bon™™/TM6C 3 ®
Df(3R)red trx/TM6C (187) 7,5 % 0,11
Df(3R)red trx/TM3 Q
bon”*™/Df(3R)red trx (314) 27,1 % 0,76
bon™*™/TM3 (70) 0 % 0,00
Df(3R)red trx/TM3 3 ®
Df(3R)red trx/TM6C (134) 1,5 % 0,02
bon™**®/TM6C Q
bon”*®/Df(3R)red trx (166) 1,2 % 0,05
Bon' " bon! " 3 ® Bon"/TM3 (285) 4,2 % 0,08
Df(3R)red trx/TM3 Q | bon""""/ Df(3R)red trx (449) 32,7 % 1,09
Df(3R)red trx/TM3 & ® Bon""/TM3 (135) 2,2 % 0,04
Bon''"/ bon'"1 © bon''"*/ Df(3R)red trx (218) 14,7 % 0,46

3.3 tablazat A bonus és trithorax gének mutaciéinak kolcsonhatasa
A harmadik oszlop adatai az iab-6" fenotipust mutatd allatoknak az Osszes
kikelt F1 allatra vonatkoztatott szazalékos ardnyat mutatjak. A negyedik oszlop
adatait ugy kaptuk, hogy az iab-6" fenotipust mutato allatok hatodik sterniten
megszamlalt szOreinek szdmat Osszeadtuk, és elosztottuk az 6sszes kikelt F1
allat szamaval. Zardjelben feltlintettiik, hogy az egyes utodkategoriakbol hany

allatot vizsgaltunk meg.
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Kisérleteink alapjan azt mondhatjuk, hogy a bon gén a trithorax-csoport tagja. A
bon''"* feltehetéleg olyan antimorf bon allél, mely altal kodolt fehérje bizonyos
fehérjekomplexekben képes betdlteni feladatat, madsokban nem. A funkcidvesztéses allélokkal
szemben nem vilagositja a transzgenikus konstrukcié altal meghatarozott szemszint, tehat a
konstrukcidban taldlhato iab-7 PRE-val valé kapcsolata nem karosodott. Elképzelhetd, hogy a
sOtétitd hatds masodlagos: valamely POLYCOMB-csoportba tartozd fehérje (vagy fehérjék)
regulacidjaban a BON aktivalo faktorként részt vesz, és a BON''"* fehérje ebben az aktivalo
komplexben nem milkddik megfelelden. Ennek kovetkeztében az adott POLYCOMB-fehérje
mennyisége csokken, ezért a transzgenikus szemszin sotétedik. Valdsziniibb magyarazat
azonban, hogy a BONUS fehérje szerepe a kiilonbozd, DNS-hez kotott fehérjekomplexek
kozotti kapesolat fenntartdsa lehet (mediator funkcid a white enhancer, a promoter €s a PRE
koz6tt). Ebben az esetben a bon'!’ fenotipusa azzal magyarazhat6, hogy az allél altal kodolt
mutans fehérje egyes komplexekben képes mediatorként miikddni, mig masokban nem. A
BON''"* fehérje a homeotikus gének szabalyozasiban sem latja el feladatat megfelelSen,

. 1174
hiszen a bon

allél 1ab-5" fenotipust okoz.

Mivel kisérleteink szerint a BON fehérje a kromatin aktiv allapotanak fenntartasaban
jatszik fontos szerepet, megvizsgaltuk, milyen hatassal van az inaktiv kromatinkonformacio
fenntartasanak hiszton-deacetilaz gatloszer, n-butirat alkalmazésaval valo altalanos gyengitése
a bon mutacid funkciovesztéses fenotipusara. Kisérletiinkhoz egy olyan gyenge

allélkombinaciot valasztottunk (bon™™/ bon***'"?

), amelyet hordoz6 ndstények nagyon ritkan
kikelnek, de jellegzetes szarnyfenotipust mutatnak, ¢és csak rovid ideig élnek. A
keresztezéseket négy kiilonb6z6 modon végeztik el. Az elsd esetben a keresztezést
hagyomanyos modon, standard taptalajon végeztiik. A masodik esetben a keresztezést

standard téaptalajon végeztiik, majd a ndstényeket n-butiratot 0,05 M végkoncentracidban

tartalmazo taptalajra petéztettiik. A harmadik esetben a sziiloket a petézés elétt 0,05 M n-
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butiratot tartalmazo taptalajon tartottuk, majd ugyanilyen taptalajra petéztettiik. A negyedik
esetben a n-butiratot tartalmazo taptalajon tartott sziiloket standard téptalajra petéztettiik.

Azokban a keresztezésekben, amelyekben a sziiloket a petéztetés eldtt n-butiratot
tartalmazé taptalajon tartottuk, a kikel§ allatok kozott megfigyeltiink bon™®/bon®*""?
genotipustt himeket, mig a masik két esetben ebbdl az utddkategdriabol csupan ndstények
keltek ki. A kikeld himek mutatjak a ndstényekre is jellemzd szarnyfenotipust, szemiik durva,
valamint valtozatos szdrfenotipusok figyelhetd meg rajtuk.
gyenge bon allélkombinacidkra jellemzd himspecifikus letalitast, ami tovabbi bizonyitékul
szolgal arra, hogy a BON fehérje a kromatinszerkezet aktiv allapotdnak fenntartdsaban jatszik
fontos szerepet.

Azt, hogy a bon gén mutdcioja a himekben sulyosabb kdvetkezményekkel jar, mint a
nostényekben, Beckstead ¢s munkatarsai az Y-kromoszoéma jelenlétének tulajdonitjak.
Kisérleteik szerint sem a szomatikus ivarmeghatarozas, sem a doziskompenzacids rendszer
épsége nem befolydsolja a homozigdta bon himek ¢€letképességét. Veéleménylik szerint az Y-
kromoszoma jelentds mennyiségli BON fehérjét kot le a rendelkezésre all6 mennyiségbdl, igy
tulajdonképpen a bon fenotipusanak enhanszereként viselkedik (Beckstead €s mtsai, 2005).

Rontgen-reverzios kisérleteink soran is szamos funkciovesztéses bon allélt izolaltunk
sOtétitd mutaciok szuppresszoraiként. Az altalunk izolalt bon allélok nagy szdma egyrészt arra
utal, hogy a bon meglehetésen nagyméretii gén, (10 exon, ~35 kb), masrészt, mint
kisérleteinkbdl is kideriilt, a BON fehérje a kromatinszerkezet szintjén hato alapvetd

fontossagu faktor.
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3.2.6 [Egyéb, rontgen-reverzionak alavetett mutaciok (10, 104/2, 15, 21 és 24)

A 10, 104/2, 15, 21 és 24 jelii harmadik kromoszémas mutaciok a /8.73.1 vonal
szemszinét erdsen soOtétitikk — ami a Polycomb-csoport génjeinek mutdcioira jellemzd
viselkedés -, azonban trithorax-jellegli homeotikus fenotipust €s interakciokat is mutatnak. A
kettds fenotipus alapjan azt feltételeztiik, hogy a fent emlitett mutaciok funkcidonyeréses
jellegliek, ezért megkiséreltiik ezen mutaciok rontgensugarzassal vald reverzidjat.

A reverzids kisérletek soran minden esetben 15-25.000 vizsgaltunk meg az elsd
utddgeneracioban. A revertans jeldlteket a bon™ " bonus allélhoz kereszteztiik, mert korabbi
kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a bon gén mutacidi szuppresszaljak a mutansok
szemszint sOtétitd hatasat. Mivel a bon gén koriilbeliil 35 kilobazis hosszu, a rontgensugarzas
gyakran indukal mutaciokat ebben a génben.
3.2.6.1 A 10 jelii mutacio

A 10 jelii mutacid erdsen sotétiti a /8.73.1 transzgén altal meghatdrozott szemszint
(Polycomb-jelleg), viszont a Fab-7* fenotipus szuppresszora (trithorax-jelleg). A mutacié a
W™ mutacidval adott kolesdnhatéasa alapjan a PEV szuppresszora. Ezen eredmények alapjan
azt feltételeztiik, hogy a 70 jelii mutacio altal meghatarozott gén terméke alapvetd feladatot lat
el a kromatinszerkezet kialakitdsaban. A 70 jeli mutacid nincs hatassal az Mcp PRE-t
tartalmazo konstrukciokra, tehat a /0 jelli mutacid altal kijelolt fehérje minden bizonnyal
specifikus az iab-7 PRE szakaszra.

A kettds fenotipus miatt (szemszin sotétitd hatds €s trithorax-jellegli viselkedés)
megkiséreltiik a /0 jeli mutdcid rontgensugarzassal vald reverzidjat. A reverzid nem jart
sikerrel, a kisérlet soran csupan szuppresszorokat (foképpen bon allé¢lokat, lasd 3.2.5 fejezet)

sikertlt izolalnunk.
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3.2.6.2 A 10A/2 jelit mutacio

A 104/2 jelii mutacié iab-6" fenotipust mutat (trithorax-jelleg), azonban a Fab-7
mutacid gyenge, klonos jellegli enhanszere (Polycomb-jelleg). A mutaci6 rontgensugarzassal
nem bizonyult revertalhatonak, csupan szuppresszorokat nyertiink a reverzids kisérlet soran.

A 104/2 mutéacio altal kijelolt gént — a mutdcid szemszint sotétitd hatasat, és egy
jellegzetes dominans fenotipusat (humeralis szérhiany) kihasznalva - a curled (86D3-86D4)
¢s a stripe (90E4-90F1) recessziv markerek kozé térképeztiik.
3.2.6.3 A 15 jelli mutacio

A 15 jeli mutacid homozigota életképes. A heterozigdta allatok iab-5" fenotipust
mutatnak, ez a jelleg a homozigota allapotban kis mértékben erdsodik. A mutacio
heterozigota formaban a Fab-7° mutacié gyenge szuppresszora.

A reverzios kisérlet sordn harom valodi revertans vonalat sikeriilt izolalnunk. A harom

R J R6/2
3/3 és 15 6/.

vonal koziil kettdben (/5 ) a 15 jelli mutacio teljes reverzioja figyelhetd meg: ezek

a revertansok nem mutatjak a /5 jelli mutacioéra jellemzo6 iab-5" fenotipust, és szemsziniik sem

R 2 i ,
3 a Fab-7° mutécio gyenge enhanszereként

sotétebb a 18.73.1 vonal szemszinénél. A 15
viselkedik, a 152 pedig Mcp fenotipust mutat, ami arra utal, hogy a /5 jelii mutacio altal
kijelolt gén a Polycomb-csoport tagja. Homozigota formaban mindkét revertans letalis.

Izolaltuk a 15 jelii mutacio egy részleges revertansat is. A /5% o

jeli revertans vonal
szemszine sotétebb, mint a /8.73.1 altal kialakitott szemszin, de vildgosabb, mint az eredeti
15 jeli torzs szemszine. A revertans vonal homozigota életképes, a homozigotak szemszine

sOtétebb a heterozigdtakénal. A 15 jeli vonallal visszakeresztezve a transzheterozigota allatok

szeme vilagos, és nem mutatjak a /5 jelii vonalra jellemzd 1ab-5" fenotipust.
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3.2.6.4 A 21 jelii mutacio

A 21 jelli mutéci6 a szemszinsotétitd hatas mellett mind iab-5°, mind 1ab-6" fenotipust
mutat.

A reverzios kisérlet sordn kivalasztott tobb, mint 80 jeloltbdl egy sem bizonyult valodi
revertansnak, azonban a bon gén ujabb alléljait izolaltuk, mint dominans szuppresszorokat.

A 21 jelli mutacio altal kijelolt gént az ebony markergén kozelébe, az ebony (93C7-
93D1) és a claret (99C2-99C2) recessziv markerek kozé térképeztiik.
3.2.6.5 A 24 jelli mutacio

A 24 jelli mutacid erdsen sotétiti a /8.73.1 vonalra jellemzd szemszint (Polycomb-
jelleg), de emellett iab-5" és iab-6" fenotipust mutat (trithorax-jelleg). A 24 jelii mutacié a
Fab-7° muticiénak is erSs szuppresszora.

A reverziés kisérlet soran harom jeldlt vonalat allitottunk be. A 24%%0 ¢s 24R2441
jeloltek mind homozigéta formaban, mind a 24 jelli mutacidval transzheterozigdta allapotban
letalisak. A 24%*" revertans vonal iab-5" fenotipusa gyengébb, mint az eredeti 24 jeli
mutacioé.

A harmadik jelslt, a 24**'° szeme mozaikos (az alapszin a /8.73.1 vonal szemszinéhez

R2.19

hasonld, de a szem vildgosabb facettdkat is tartalmaz). A 24 nem mutatja a 24 jeld

R2.19

mutaciora jellemz6 iab-5" és iab-6" fenotipust. Meglepd modon a 24/24 transzheterozigota

allatok életképesek, szemiik vilagos, azonban iab-5" fenotipust mutatnak. Szemben a 24 jeli

k219 a Fab-7° muticiot nem szuppresszalja. Mivel gyanakodtunk, hogy

mutacioval a 24
jeloltiink nem valodi revertans, csupan a 24 jeli mutdcid szuppresszora, megkiséreltiik
rekombindcioval eltdvolitani az eredeti mutaciotol. A rekombinacids kisérlet sikerrel jart,

egyben megallapitottuk, hogy az emlitett szuppresszor a 24-es jelli mutacio altal kijelolt

geéntdl koriilbeliil 23,89 cM-re helyezkedik el.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK 75

A 24 jelti mutacidt a thread (72D1-72D1) és curled (86D3-D4) recessziv markerek
koze térképeztiik.

3.2.7 msl (male-specific lethal) mutaciok

Azonositottunk olyan sotétitd mutaciokat, melyek csak a him allatok szemszinére
vannak hatassal, a mutaciot hordozé ndstények szemszine valtozatlan marad. Ezek a mutaciok
him allatokban homozigo6ta formaban letalisak.

Régebbrdl ismert 6t him-specifikus letdlis gén, melyek termékei kromoszomalis
proteinek. Ezek a fehérjék a him allat X-kromoszomajdhoz kotnek, fontos szerepiik van a
doziskompenzacioban: a himek X-kromoszomdajarol torténd transzkripcidé a ndstény X-

A white enhancer-t és miniwhite riportergént tartalmazd konstrukcidkon ektopikus
déziskompenzacio érvényesiil: a himek szemszine a ndstényekénél erdsebb. Ez lehet az oka
annak, hogy kisérletiink sordn ilyen jellegi mutacidkat is izolaltunk. Laborunkban Ardé
Laszl6 hasonldo modszerrel azonositotta az msl-1 (ij mutans alléljat.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontéséhez, hogy van-e valamilyen
kozvetlen kapcsolat a POLYCOMB- illetve TRITHORAX-fehérjék és a him-specifikus letdlis

gének altal kodolt fehérjék kozott.

3.3 Uj transzgenikus konstrukciok létrehozasa

Korabbi kisérleteink valoszintisitik, hogy a Fab-7 régi6 Mval-HindIIl (~1200 bp)
fragmentje tartalmaz egy TRE-t is a kozponti PRE-n kiviil esé szakaszok valamelyikén (az
Apal-Xbal fragmenten kiviil esé szakaszon). Hogy tovabbi kisérleteinkben az egyes mutaciok
altal kijelolt fehérjék tamadaspontjat pontosabban térképezni tudjuk, 10j transzgenikus

konstrukcidk elkészitése valt sziikségessé.
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A kiilonboz6 transzgenikus konstrukciokkal végzett kisérleteink tanulsaga szerint
egyes mutaciok szemszint befolyasold hatdsa kizardlag akkor érvényesiil, ha az iab-7 PRE
kozelében megtalalhatd a riportergén enhanszere is (Id. bon). Ezen mutédciok altal érintett
fehérjek egy része valosziniileg nem tartozik az iab-7 PRE-n in vivo felépiild fehérjekomplex
tagjai kozé. A riportergén enhanszere és az iab-7 PRE kozotti egylittmiikodés jelensége
ronthatja a mutansizolalasi kisérletek specificitasat. Ezért fontos volt, hogy a készitendd
transzgenikus konstrukcidink ne tartalmazzak a white enhancer-t.

Olyan konstrukciokat terveztiink, amelyek lehetdvé teszik a konstrukcidban talalhatod
iab-7 PRE 1zolacidjat az inszercios hely kozelében talalhatdo endogén PRE-ktol. Ez kiilondsen
azért fontos, mert az iab-7 PRE-t tartalmazd konstrukcidk nagy gyakorisaggal épiilnek be
endogén PRE-k kozelébe. Az endogén PRE szakaszokkal valo interakcid kikiiszobolése azért
elsddlegesen fontos, hogy vizsgalni tudjuk az egyes mutacioknak tisztdn az iab-7 PRE-ra
gyakorolt hatasat.

Ennek megfelelden négy konstrukciot kellett késziteniink: egyet, mely csak a kdozponti
Apal-Ball (,,AB”) szakaszt tartalmazza, egyet, mely a teljes Mval-HindIII (,,15”) szakaszt
magaban foglalja, illetve egyet-egyet, melyek a kozponti szakaszon kiviil csak az egyik,
illetve masik oldali szakaszt tartalmazzak (Apal-HindIII (,,A”), illetve Mval-Ball (,,B”)) (3.6
abra).

Az egyes PRE fragmenteket FRT (Flip Recombinase Target) szekvenciak kozé
klonoztuk, igy lehetové téve, hogy azokat a transzformdans vonalakbol FLIP RECOMBINASE
segitségével eltavolithassuk. Ha a heterozigdta transzformans vonal szemszine a PRE
eltavolitasa utan nem valtozik, akkor feltételezhetjiik, hogy a transzgenikus konstrukciéban
1évé PRE nem miikddik egyiitt a kornyezetében talalhatd endogén PRE-kkal. Ilyen esetekben
val6szintisithetd, hogy kizarolag a homolog kromoszémakon 1évé azonos inszerciok kozotti

kolcsonhatast vizsgaljuk.
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A konstrukciok elkészitése utan azokat CaSpeR vektorba atklonoztuk, majd white
embriokba injektaltuk. A fehértdl eltérd szemszinli allatok felhasznalasaval — a konstrukcid

kromoszomara térképezése utan — torzseket alapitottunk.

I Fab-7 Mval-Hindll| fragment |

MCS
”1 5;; Apal Ball
s '
Apal Ball
2150bp ~800bp ~250bp
T Eall
#P?W%l =mm IMPWM
< —— Bgll
MCS ~260bp
2B Apal
""‘Fﬁ’f’ EEEEEEEEEEN %
Apal
AB*

3.6 abra Az altalunk készitett FRT::iab-7 PRE::FRT::miniwhite transzgenikus

konstrukciok felépitése

A ,HS3” felirata piros négyzet a minimal PRE funkcioval rendelkezd nukleédz-
hiperszenzitiv szakaszt jeloli. Pontozott vonal jeloli a Fab-7 régi6 azon
szakaszait, amelyek az egyes konstrukciokbol hianyoznak. Az ,,FRT” feliratt

nyil irdnya megfelel az FRT szekvencia iranyultsaganak.

A legnagyobb ,,15” jelii transzgenikus konstrukciobol 14, az ,,A” konstrukciobol 12,

mig a ,,B” és ,,AB” konstrukciokbdl 1-1 torzset allitottunk be (3.4 tablazat).
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nem parosodas- parosodas-érzékeny
konstrukcio letalis vonalak érzékeny vonalak vonalak
(NPS) PS)
»157 4 (3.kr) 3 (2.kr), 3 (3.kr) 4 (3.kr)
A" 2 (3.kr) 1 (2.kr), 4 (3.kr) 3 (2.kr), 2 (3.kr)
,»B” - - 1 (2.kr)
,»AB” - - 1 (2.kr)

3.4 tablazat Az  elkészitett FRT::iab-7 PRE::FRT::miniwhite transzgenikus
konstrukciok injektalasaval nyert vonalak
A kapott vonalak szdma mogott zarOjelben az integracio helye (2.

kromoszoma, illetve 3. kromoszdma) lathato.

A trx, az ashl és az E(z)"™ mutaciok transzgenikus szemszinre gyakorolt vilagosito
hatasa alapjan a régioban taldlhaté TRE a Ball és HindIII enzimek hasitohelyei altal hatarolt -
koriilbeliil 250 bp hosszsagu - szakaszon beliilre térképezhetd (Bajusz Izabella személyes
kozlése).

A bedllitott torzsek felhaszndladsaval - illetve ezekbdl kiindulva wjabb inszerciok
létrehozasa utan - tesztelni kivanjuk a Polycomb- és a trithorax-csoportba tartozo ismert €s

eddig ismeretlen gének muticidinak hatasat az iab-7 PRE kiilonb6z0 szakaszain.
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4 AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleteink soran egy specialis, érzékenyitett rendszert haszndltunk arra, hogy a
bithorax-komplex eddig ismeretlen regulator faktorait izoldljuk. Két kiilonb6z6 mutagén
agenssel (EMS-sel és rontgen besugéarzassal) mutagenezis kisérletet hajtottunk végre két
kiilonb6zd transzgenikus konstrukcidt (18.73.1 és 102.103.2) hordozd ecetmuslica vonalon.
Olyan transzgéneket hasznaltunk, melyekben a riportergén parosodas-érzékeny modon
represszalodik a konstruktban 1€vd, szomszédos silencer (iab-7 PRE) hatasara. Mivel sem a
18.73.1, sem a 102.103.2 jelii transzgén az iab-7 PRE szakaszon kiviil nem hordoz a
bithorax-komplexbdl szarmazo semmilyen mdas szekvenciat, lehetdvé valt olyan gének
azonositasa 1s, melyek termékei ezen a PRE szakaszon kialakul6 specidlis represszor komplex
komponensei.

Kisérleteink sordan olyan mutéaciokat izolaltunk, amelyek a homozigéta riportergén
kifejez6dését erdsitik, illetve gyengitik. Ugy talaltuk, hogy az altalunk hasznalt transzgének
kiilonosen érzékenyek két kordbban ismert gén (Scm és Pcl) és két korabban ismeretlen,
altalunk azonositott €s elnevezett gén (Pis és Fes) mutacioira.
izolaltuk, melyek a Polycomb- illetve a trithorax-csoport ismert tagjai (Scm, Su(Pc)37D, Pcl,
Psc, Su(z)2, vtd, Su(z)12). Ezen kiviil izolaltuk szamos - eddig ismeretlen - gén mutaciojat,
melyek a transzgenikus szemszint sotétitik, illetve vilagositjadk. Fenotipusuk alapjan
feltételezhetd, hogy ezek a mutaciok a Polycomb- illetve a trithorax-csoport kordbban
ismeretlen tagjainak génjeit képviselik. Az j mutdnsok egy része szuppresszora vagy
enhanszere a Fab-7' illetve a Fab-7* fenotipusnak, tehat minden bizonnyal fontos szerepet
jatszanak a bithorax-komplex cisz-regulatorainak aktiv ¢és inaktiv konformacidjanak

fenntartasaban.
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Tobb EMS-indukalt allél esetében rontgen-reverzidt kiséreltlink meg, amely két
mutacid esetében (bon''™, gpp’**) hozzasegitett a mutaciot hordozd gének azonositasahoz.
A gpp gén altalunk azonositott rontgen-indukalt alléljai segitettek a gén klonozasaban. A bon
gén altalunk azonositott funkcidnyeréses (sotétitd) €s funkciovesztéses (vilagosito) alléljai,
valamint a génben taldlhaté egyik P-elem remobilizaciojaval eldallitott tovabbi fliggetlen
funkciovesztéses allélok vizsgalataval kdzelebb jutottunk a BON fehérje kromatinszerkezetben
betoltott szerepének megismeréséhez. Kisérleteink soran kideriilt, hogy a BON fehérje a
kromatinszerkezet szintjén hato alapvetd fontossagu faktor, melynek valosziniileg az
aktivacioban van szerepe.

Izolaltunk egy pozici6 effektus variegaciot befolyasold mutaciot is (/0), mely szintén
fontos szerepet jatszhat a kromatinszerkezet aktiv, illetve inaktiv allapotanak fenntartasaban.

Megtaldltuk a trithorax-csoport egy 0j tagjanak génjét (Fes). A gén mutacidja a
transzgenikus szemszin erdteljes vilagosodasat okozza, valamint erdsen szuppresszalja a Fab-
7% fenotipust. A tovabbiakban a gén citologiai térképezését tervezziik.

Izolaltuk a Polycomb-csoport egy 11j tagjanak génjét (Pis) is. A Pis gén fehérjeterméke
(DSFMBT) a PHORC komplex tagjaként fontos szerepet jatszik az iab-7 PRE szakaszon
kialakul6 represszidban.

A transzgenikus konstrukcioban taldlhatdo autonom doéziskompenzacidval rendelkezd
miniwhite riportergénnek koszonhetden izolaltunk olyan him-specifikus letalis mutaciokat,
melyek altal meghatarozott gének fehérjetermékeinek fontos szerepe lehet az ecetmuslica
doziskompenzaciods folyamataiban.

Kisérleteinkbdl kideriil, hogy egyes fehérjék nem sziikségesek az iab-7 PRE
miitkodéséhez, mig masok fontos szerepet téltenek be az adott PRE szakaszon. Izoldltunk az
iab-7 PRE szakaszra specifikus hatasti mutaciokat is. Bebizonyitottuk, hogy az iab-7 PRE ¢s

TRE funkcié szorosan 6sszekapcsolodik. Kisérleteink szdmos példaval szolgélnak arra, hogy
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a Polycomb- illetve a trithorax-csoport tagjai finoman szabalyozott regulaciés haldzatot
alkotnak.

Létrehoztunk olyan konstrukciokat, amelyek az iab-7 PRE egyes kisebb szakaszait
tartalmazzak. Ezeket a konstrukcidkat ugy készitettiik el, hogy a konstrukciéban 1évé PRE
szakaszt FRT szekvencidk koz¢é klonoztuk, hogy vizsgalni tudjuk az adott szakasz genomikus
PRE szakaszoktdl valo fliggetlenségét. Ezen konstrukciok segitségével kivanjuk térképezni a
Polycomb- ¢€s a trithorax-csoport egyes tagjainak tamadaspontjat a tdgabban értelmezett PRE
szakaszon beliil.

Terveink kozott szerepel az altalunk azonositott gének tovabbi genetikai jellemzése,
térképezése, a funkcionyeréses allélok revertadlasa, a pontosan ismert lokalizacidéji gének
klénozasa ¢€s a fehérjetermékiik funkcidjanak megéllapitasa. Szeretnénk megismerni az egyes
cisz-regulatorokon kialakuld represszalo komplexek tagjainak funkciojat, a komplexek
strukturajat, a kromatinkonformaci6é aktiv-inaktiv allapotanak felismerési és fenntartasi
modjat.

Reményeink szerint kisérleteink hozzéajarulnak az iab-7 PRE szakaszon hato faktorok
megismeréséhez, illetve az itt kialakulé POLYCOMB-fehérjekomplex mitkodésének pontosabb

megértéséhez.
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5 AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az eddigi mutansizolalasi rendszereket a Polycomb-, illetve trithorax-gének mutacidi
altal okozott homeotikus fenotipusokra, illetve az egyes mutaciok kozotti genetikai
interakciokra alapoztak. Kisérleteink sordn egy merdben 0j modszert hasznaltunk eddig
ismeretlen Polycomb- és trithorax-gének azonositasara.

Az izolalt PRE szakaszt tartalmazo6 transzgenikus konstrukciok (Hagstrom és mtsai,
1997) 16 eldnyei az érzékenység €s a specificitds. A modszer érzékenységére utal, hogy ezen
konstrukcidk segitségével olyan mutacidkat is sikeriilt azonositanunk, melyek nem mutatnak
homeotikus fenotipust, és nem lettek volna azonosithatok a Fab-7° mutécié fenotipusara
gyakorolt hatasuk alapjan sem. A specificitast az jelenti, hogy a transzgenikus konstrukcidban
izolalni tudjuk a vizsgalni kivant PRE szakaszt a kornyezd genomikus szekvencidktol, igy
elvileg a screen sordn csak ténylegesen az adott DNS szakaszon hato fehérjék génjeit
azonositjuk.

Az alkalmazott modszer Osszességében bevaltotta a hozza fliz6tt reményeket: mind
EMS-, mind réntgen-mutagenezis segitségével sikeresen izolaltunk szdmos olyan mutaciot,
mely a transzgenikus allatok szemszinét sotétiti, illetve vildgositja, az ezen mutaciok altal
kijelolt gének tehat nagy valoszintiséggel a Polycomb-, illetve trithorax-csoport tagjai. A
moddszer meglehetdsen hatékonynak bizonyult, hiszen a Polycomb-, illetve a trithorax-csoport
olyan, kordbban ismeretlen tagjainak azonositasa is lehetdvé valt, amelyeket a korabbi nagy
egyedszdmmal végrehajtott mutagenezis kisérletekben nem sikeriilt azonositani. A kis
mértékli szemszinvaltozast okoz6 (dominans homeotikus fenotipust nem mutatd) mutaciok is
konnyen izolalhatok és kezelhetOk a transzgenikus konstrukciok hatterében.

Habar mutansizolalasi kisérleteink igen nagy léptékiiek voltak, és szdmos génnek —

mind ismerteknek (Scm, Pcl, Su(z)12, bon, vtd), mind kordbban ismeretleneknek (Pis, Fes,
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gpp) - tobb alléljat is sikeriilt azonositanunk, mégsem sikeriilt telitést elérniink. Erre utal,
hogy 80-ndl is tobb olyan Uj mutaciot izolaltunk, melyek mind 6ndlld komplementécios
csoportot alkotnak, valamint az is, hogy habér az Scm”’ mutaci6 er6sen sotétiti mindkét vonal
szemszinét, a 102.103.2 konstrukcidé hatterében mégsem sikeriilt egyetlen Scm allélt sem
azonositanunk. Az Uj mutacidk igen nagy szdma — mely joval tulmutat Jirgens (1985)
becslésén a Polycomb-csoport tagjainak szamat illetéen -, arra enged kovetkeztetni, hogy a
PRE/TRE-szakaszokat tartalmazo transzgenikus konstrukcidk hatterében végzett mutagenezis
kisérletek a jovOben is hasznos eszkdznek bizonyulhatnak a Polycomb- és a trithorax-csoport
tagjainak izolalasdhoz. Az izolalt mutacidk altal kijelolt gének nagy szdma ugyanakkor arra
utal, hogy egy hatalmas méretli screen sem elegendd ahhoz, hogy kisérleteink a Polycomb- €s
trithorax-csoport egyes eddig ismeretlen tagjait kelld szamban prezentaljak.

Természetesen a transzgenikus konstrukciok alkalmazasanak is vannak hatranyai. A
mutagenezis kisérlet soran tobb alkalommal is izolaltunk olyan szemszint sotétitd és
vildgositd mutacidkat, melyek valdjaban magat a transzgenikus konstrukciot érintették. A
riportergént, vagy enhanszerének miikddését elrontd mutacidkat vilagositokként izolaltuk,
mivel ezek csokkentik a miniwhite expresszios szintjét. A transzgenikus konstrukcié altal
kialakitott szemszint sotétitd mutacidk vagy a PRE szakaszt érintik, vagy az egész
konstrukciét eltavolitjadk a genombol, megakadalyozva a parosodas-fliggd gatlas kialakulasat.
El6fordultak olyan sotét szemi allatok is, melyekben nem maga a konstrukcié szenvedett
karosodast, hanem a homoldg kromoszomakon 1évo transzgének parosodasa valt lehetetlenné
valamilyen kromoszomaszerkezeti valtozas kovetkeztében. Szerencsére ezek a szadmunkra
érdektelen muticiok genetikai modszerekkel konnyen kisziirhetdk. A PRE szakaszt érintd
mutacidkat torzsbe allitottuk, arra szamitva, hogy a jovOben ezen mutdns PRE szakaszok
szekvenalasaval esetleg felderithetjiik a POLYCOMB-, illetve a TRITHORAX-csoport fehérjéinek

kotdédésehez sziikséges - eddig ismeretlen funkcioju - szekvenciakat.
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Kisérleteinkben két kiilonboz6 transzgenikus konstrukciot hasznaltunk. Az iab-7 PRE
hosszabb szakaszat hordoz6 transzgenikus konstrukci6 felhasznalasaval (/8.73.1) EMS-
indukalt, mig a minimal PRE-t tartalmazé konstrukciod (/02.103.2) felhasznalasaval rontgen-
indukalt mutagenezis kisérletet végeztiink. A mutagén dgens megvalasztasanal els6sorban azt
vettik figyelembe, hogy mig az EMS funkcionyeréses mutaciokat is okozhat, a
rontgensugarzas zomeében csupan funkcidvesztéses mutaciokat indukal. A mutagenezis
kisérleteink eredményei megfeleltek ennek az elképzelésnek. Az EMS éltal indukalt mutaciok

174" opp®) is funkcionyerésesnek bizonyult, ezeket rontgensugarzas

koziil kettd (bon
segitségével revertdlni tudtuk. A rontensugarzas altal indukalt mutaciokkal kapcsolatban nem
all rendelkezéstlinkre ilyen jellegli informacid, de egyes megfigyeléseink arra utalnak, hogy a
rontgensugarzas indukalt mutagenezis sordn is izolaltunk funkcidnyeréses allélokat (példaul a
Fes egyes all¢ljait).

Egyes funkcidvesztéses mutansaink (Su(Pc)37D, vtd, Psc) a varttal ellentétes
szemszinvaltozast okoznak a PRE-t tartalmazo6 transzgenikus konstrukcidok hatterében. Ez a
jelenség tobb kiilonbdzo elmélettel magyarazhato.

Az egyik magyarazat arra a megfigyelésre épiil, hogy a POLYCOMB- €és a TRITHORAX-
csoport fehérjéi nem allnak messze egymastdl szerkezetileg, nem ritkan egymassal homolog
doméneket is tartalmaznak, illetve az egyik csoport génjeinek egyes funkcidnyeréses mutans
fenotipusai a masik csoport génjeinek funkcidovesztéses mutans fenotipusaira hasonlithatnak
(Bajusz ¢s mtsai, 2001). Eléfordul olyan eset is, hogy egyes gének mutacidi bizonyos
fenotipusokat tekintve Polycomb-csoportba, mas fenotipusokat tekintve a trithorax-csoportba
sorolhatok (példaul a gpp; Shanower ¢és mtsai, 2005). Ezért egyes kutatok felvetették, hogy a
kromatinkonformaci6 kialakitasaban szerepet jatszd géneknek van egy atfedd csoportja, az

EPT- (Enhancer of Polycomb and Trithorax) csoport (Brock és van Lohuizen, 2001). Ezen

géncsoport tagjainak szerepe lehet mind a nyilt, mind a zart kromatinkonformacio
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kialakitasaban. Az EPT-csoportba tartozé gének mutaciodi tehat a cisz-regulatoroknak mind az
aktiv, mind az inaktiv allapotanak biztositdsdhoz sziikségesek, igy magyarazhaté az egyes
esetekben kapott kettds (példaul a szemszint tekintve Polycomb-jellegli /sotétité/, mig a
homeotikus fenotipust tekintve trithorax-jellegii) fenotipus.

A kisérleteink sordn tett megtigyelések azonban inkdbb a fent emlitett jelenség egy
masik lehetséges magyardzatat valdszinusitik. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a
Polycomb-, illetve a trithorax-csoport tagjai egy nagyon €rzékeny, finoman szabalyozhat6
rendszer komponensei, amelyek gyakran kolcsondsen szabalyozzdk egymas kifejezodését,
vagy mukodését. Ezt még inkabb aldtamasztja az az észrevételiink, hogy minden altalunk
izolalt Psc allél vildgositja a transzgenikus konstrukcio altal kialakitott szemszint, mig az
ismerten a Psc transzkripcids szabalyozéasa alatt allo Su(z)2 (Wu és Howe, 1994) altalunk
izolalt allélja sotétiti azt.

Nem kizarhato, hogy egyes esetekben egy transzkripcios szabalyozastol fliggetlen ok
all a varttal ellentétes szemszin kialakulasanak hatterében. Bizonyos esetekben TRITHORAX-
csoportba tartozd fehérjék sziikségesek a POLYCOMB-gatlas kialakuldsahoz. Hasonloan a
GAGA-faktorhoz, egyes nukleoszoéma-remodelling komplexek tagjai részt vehetnek azoknak
a nukledz hiperszenzitiv kromatin szakaszoknak a kialakitdsaban, melyek a PCG fehérjék
tamadaspontjaul szolgélhatnak. Az ilyen faktorok gyengitik a transzgenikus konstrukcidban
1évé riportergénen kialalakulo gatlast, de mutacidjuk ettdl fiiggetleniil okozhat trithorax-
jellegli homeotikus fenotipust.

A trithorax-jellegi homeotikus fenotipusuk alapjan varttal ellentétes szemszinvaltozast
okoz6 (soOtétitd) mutaciok koziil tobbet is reverzios mutagenezis kisérletnek vetettiink ala.
Ezek koziil egyeseket sikeriilt revertalni is. igy bizonyosodott be, hogy az altalunk izolalt 944
mutacid a gpp, mig a 1174 a bon gén allélja. A funkcidnyeréses és a funkcidvesztéses

fenotipusok Osszehasonlitasa sok informacidt nyljt ezen gének fehérjetermékeinek
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mikodesérol. Mig a funkcidovesztéses bon allélok a transzgenikus szemszint erdsen
vildgositjadk, a gpp funkciovesztéses alléljainak nincs vildgositd hatasuk. Valdszintileg
mindkét gén fehérjeterméke kozvetleniil hat az iab-7 PRE-n, azonban a gpp masodlagos
hatasa (Polycomb-enhanszer) k6zombositi a PRE-n okozott elsddleges vilagositd hatast. A
Irodalmi adatok szerint a bon mutacidk egyes lokuszok esetében (white) PEV
enhanszerekként, mig mas lokuszokban (yellow) PEV szuppresszorokként viselkedhetnek
(Beckstead ¢s mtsai, 2005). A bon és a gpp funkcidnyeréses mutansain kiviil még 5 masik
mutacid esetében kiséreltiink meg reverziot, de ez csak két esetben sikeriilt (/5 és 24).

Tobb PRE esetében a TRE-val valo szoros kapcsolatot bizonyitottdk (Tillib és mtsai,
1999), azonban az iab-7 PRE ilyen tulajdonsdgara nincs adat. Az a tény, hogy egyes
trithorax-csoportba tartozd gének mutécioi is hatdssal vannak a transzgén altal meghatarozott
szemszinre (Fes), azt sejteti, hogy a konstrukciokban 1évé PRE szakasz tartalmaz egy TRE-
jellegli szekvenciat (FRE: Fes Response Element) is. Ez a DNS szakasz azonban nem hasonlit
az eddig megismert TRE-kra, mivel a #x gén mutacioi nem hatnak sem a /02.103.2, sem a
18.73.1 transzgenikus konstrukciok altal kialakitott szemszinre. Mivel a Fes gén all¢ljait a
csupan minimal PRE-t tartalmazé 702.103.2 konstrukcio hatterében is izolaltuk, nagyon
valoszinli, hogy az emlitett FRE-szekvencia atfed a PRE-val, vagy annak része. Az sem
kizarhaté viszont — kiilonosen a Fes allélok furcsa komplementacios viselkedése tiikrében -,
hogy az Osszes altalunk izoldlt Fes allél funkcidnyeréses. Konnyen elképzelhetd, hogy a
mutans FES fehérje antimortként viselkedik az iab-7 PRE szakaszon felépiildé komplexben.
Lehetséges, hogy az antimorf FES fehérje képes beépiilni a fehérjekomplexbe, de ott nem
tudja ellatni antirepresszor feladatat.

Kisérleteinkbdl kideriil, hogy nincs sziikség minden POLYCOMB-fehérjére ahhoz, hogy

egy adott PRE-n inaktivald komplex épiiljon fel. A Pc gén mutaciéi példdul nem
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befolyasoljak az iab-7 PRE szakaszt tartalmaz6 konstrukciot hordozo allatok szemszinét. Az
E(z) gén funkciovesztéses alléljai sem sotétitik az iab-7 PRE szakaszt tartalmazo konstrukciot
hordoz6 vonalak szemszinét szdmottevd mértékben. Bar tudjuk, hogy a bithorax-komplexben
in situ mindkét gén termékének szerepe van az iab-7 PRE gétlasanak kialakitasaban,
valoszinilileg nem a konstrukciodink altal hordozott DNS szakaszokon hatnak. A PC fehérjének
val6szinlileg nem a parosodd PRE szakaszok interakciojaban van fontos szerepe, hanem az
elsddleges PRE szakaszok és a masodlagos, PRE-jellegi DNS szakaszok kozotti kapcsolat
kialakitasaban.

Amikor ugy dontéttiink, hogy az iab-7 PRE szakasz két kiilonb6zé méretli fragmentjét
tartalmazo transzgenikus konstrukcioval végziink hasonl6 1éptékii mutagenezis kisérletet, arra
szamitottunk, hogy a két konstrukcid segitségével azonositott gének tekintetében kiilonbséget
fogunk talalni annak megfelelden, hogy az adott gének fehérjeterméke az iab-7 PRE melyik
szakaszan hat. Feltételezésiink beigazolodni latszik: mig a /8.73.1 konstrukcid héatterében
azonositottuk a Su(Pc)37D ¢és a Su(z)2 gének egy-egy alléljat, ezeket a géneket nem
azonositottuk a /02.103.2 konstrukcio hatterében. Meglepd, hogy habar 15 Scm allélt
azonositottunk a /8.73.1 konstrukciét hordozd vonalon végzett mutagenezis kisérletben,
addig a 7102.103.2 konstrukci6 hatterében egyet sem.

Erdekes, hogy egyes gének (vtd, kto2, Su(z)12) mutaciéit csak a kisebb, minimal PRE
szakaszt tartalmaz6 702.103.2 konstrukcio segitségével tudtuk azonositani. A v¢d gén hatésa a
transzgenikus konstrukcidora azonban nem kozvetlen (trithorax-csoportba tartozoé gén allélja
szemszinsotétitd hatdssal). Egy lehetséges magyarazat, hogy a vid gén fehérjeterméke
kozvetlentil is hat a /8.73.1 konstrukcidban taldlhaté nagyobb PRE szakaszon, a mutécioja
altal okozott vilagositd hatast azonban a minimal PRE-n érvényesiilé masodlagos sotétitd
hatas kompenzalja. Ez konnyen elképzelhetd abban az esetben, ha a 18.73.1 konstrukcio

tartalmaz egy TRE-jellegli szekvenciat, mely a 7/02.103.2 konstrukcidban nem talalhaté meg.
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El6fordulhat azonban az is, hogy az altalunk azonositott v¢d allél kiilonleges viselkedésii,
vagy egyszeriien a mutansizolalasi kisérleteink telitetlensége miatt nem azonositottuk ezen
gén mutdcioit a /8.73.1 konstrukci6 segitségével.

Izolaltunk olyan mutacidkat is, melyek nem hatnak az Mcp PRE szakaszt tartalmazo
konstrukciokra (pl. a Fes és a 10 jelli mutacid), de hatnak mas, iab-7 PRE szekvenciat
hordoz6 transzgénekre. Ezen gének altal meghatarozott fehérjék minden bizonnyal
specifikusak az iab-7 PRE miikddése szempontjabol.

Az altalunk hasznalt transzgenikus konstrukciokban talalhatdo miniwhite riportergénen
érvényesiilé autondém doziskompenzacid jelensége miatt kisérleteinkben izolaltuk him-
specifikus letalis gének alléljait is. Bar ecetmuslicaban eziddig nem ismert, hogy a PCG vagy
a TRXG fehérjéi szerepet jatszanak-e a doziskompenzacioban, egérben mind az MPRC1, mind
az MPRC2 komplex esetében bizonyitottdk, hogy szerepet jatszanak az X-kromoszoma
inaktivalasban (Plath és mtsai, 2004; Schoefiner ¢s mtsai 2006; Zhao ¢és mtsai, 2008).
Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a Drosophila ddziskompenzacidos mechanizmusa nagyban
eltér az egérben zajlé folyamatoktol.

Tavolabbi céljaink kozott szerepel az iab-7 PRE régio funkcionalis szempontbol valod
finomtérképezése. Ebben a munkaban is segitséget nyujthatnak a Polycomb- és a trithorax-
csoport altalunk izolalt tagjai. Ha megvizsgaljuk a rendelkezésre all6 mutacidok kiilonb6zo
hosszisagli PRE szakaszt tartalmazo transzgenikus konstrukcidokra gyakorolt hatasat, képet
kaphatunk arr6l, hogy a POLYCOMB-, illetve a TRITHORAX-csoport egyes tagjai az iab-7 PRE
régi6 mely szakaszain fejtik ki hatasukat. Igy nem csupan a korabbi kisérleteink altal
valoszintsitett kozeli TRE-szekvencia pozicidja allapithatd meg, de a régid6 mas fontos
egyseégei (példaul FRE szekvencidk, masodlagos PRE-k) is térképezhetdveé valnak. Az igy
nyert adatok sokkal jobban tiikr6zik az egyes DNS szakaszok in vivo funkcidjat, mint az

egyes fehérjék région beliili kotdhelyeinek feltérképezése. A cél érdekében létrehozott
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konstrukcidink az iab-7 PRE kiilonb6z0 hosszusagt fragmentjeit tartalmazzak. A
konstrukcidk elkészitésekor figyelembe vettiik a korabban hasznalt transzgének hibait.
Tapasztalataink szerint a white enhancer interferdlhat a konstrukciokban talalhat6 PRE
funkciojaval, ezért az altalunk készitett konstrukciokba nem klonoztuk be ezt az enhanszert.
Az FRT szekvencidk alkalmazasa lehetové teszi, hogy kiszelektalhassuk azokat a
beépiiléseket, melyek esetében a transzgenikus konstrukcidban talalhatdé PRE kolcsonhatasba
1ép valamely genomikus PRE-val.

Az eddigi eredmények alapjan az elkészitett konstrukciok bevaltottdk a hozzéajuk
fizott reményeket; lehetdvé valt a sziikebben értelmezett TRE pozicidjanak térképezése.
(Bajusz Izabella személyes kozlése). Reményeink szerint az iab-7 PRE egyes izolalt
szakaszaival végzett kisérletek hozzajarulnak az iab-7 PRE felépitésének ¢s miikodésének

pontosabb megismeréséhez.
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OSSZEFOGLALO

A Drosophila melanogaster homeotikus génjei két nagy homeotikus génkomplexet
alkotnak. Az Antennapedia-komplex (ANT-C) a fejtdl a kozéptorig, a bithorax-komplex (BX-
C) a kozéptortol hatrafelé elhelyezkedd szelvények identitasanak kialakitasaért felelds.

A BX-C harom homeotikus gént kédol (Ultrabithorax, abdominal-A, Abdominal-B),
melyek a komplex hatdsa alatt 4allo szelvények identitasit nagy kiterjedési,
szelvényspecifikus cisz-regulator elemek segitségével hatdrozzak meg. Minden egyes
szelvényben egy Ujabb cisz-regulator elem kapcsol be (valik nyitottd a kromatinszerkezete), és
ennek hatasara vagy egy ujabb homeotikus gén aktivalodik, vagy az el6z6 szelvényben is
aktiv homeotikus gén expresszios szintje emelkedik meg.

Ahhoz, hogy a homeotikus gének koran kialakult expresszids szintje valtozatlan
maradjon a teljes egyedfejlédés soran, két nagy géncsoport altal kodolt fehérjék jarulnak
hozza. A PoOLYCOMB-csoportba (PCG) tartozé fehérjék represszald multimer komplexeket
létrehozva a cisz-regulatorok inaktiv ~allapotanak (zart kromatinkonformaciojanak)
fenntartasaért felelések, mig a TRITHORAX-csoport (TRXG) tagjai az aktiv cisz-regulatorok
csoportba tartozo fehérjék tamadaspontjai a homeotikus gének cisz-regulatoraiban talalhato
PRE- (Polycomb Response Element), illetve TRE-szakaszok (TRE: Trithorax Response
Element).

A Polycomb-csoport tagjait kezdetben foleg a mutans allélok homeotikus fenotipusa,
illetve genetikai interakcioi alapjan azonositottak. Bar a Polycomb-csoportba tartozd gének
szamat 40-re becsiilték, hagyomanyos mutansizolalasi kisérletekben csupan mintegy 15-6t

sikerult azonositani.
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Munkank egyik f6 célja az volt, hogy nagyszabasi mutagenezis kisérletek segitségével
a Polycomb- ¢és a trithorax-csoport eddig ismeretlen tagjait azonositsuk, illetve az ujonnan
azonositott allélok segitségével tovabbi ismereteket szerezziink a homeotikus gének cisz-
regulatorainak szerkezetérdl és a rajtuk felépiild fehérjekomplexek mikodésérdl.

Kisérleteink soran olyan transzgenikus konstrukciokat hasznaltunk, melyek a
miniwhite riportergén €s annak enhanszere k6zott egy izolalt PRE szakaszt, az iab-7 PRE-t
tartalmaztdk beépitve. A konstrukcioba épitett riportergén expresszidja parosodas-fliggd
médon érzékeny a Polycomb-, illetve a trithorax-csoportba tartozé gének dozisara: a
Polycomb-csoport mutéacioi sotétitik, mig a trithorax-csoport mutacidoi vilagositjak a
transzgenikus konstrukciora nézve homozigota allatok szemszinét.

A Fab-7 régio Apal-Xbal fragmentjét tartalmazd 7/8.73.1 vonal hatterében EMS-, a
minimal PRE funkciot mutatd6 DNS szakaszt (HS3; 260 bp) tartalmazé 7102.103.2 vonal
hatterében rontgensugarzas-indukalt mutagenezis kisérletet végeztiink. Arra szamitottunk,
hogy mig rontgensugarzassal elsdsorban funkcidvesztéses mutaciokat azonositunk, addig
EMS-sel funkcionyeréses mutaciokat is izolalhatunk.

A 18.73.1 transzgenikus vonal hatterében végzett kisérletben 35 ) komplementacios
csoportot azonositottunk, mig a /02.103.2 vonal hatterében 50 olyan mutacidt izolaltunk,
melyek mind komplementéljak a Polycomb-, illetve a trithorax-csoport eddig ismert tagjainak
vizsgalt mutacioit. A két mutagenezis kisérlet soran a kovetkezd, kordbban is ismert gének
alléljait azonositottuk: Suppressor of Polycomb at 37D (Su(Pc)37D) (1 allél), wingless (wg)
(3 allel), Polycomblike (Pcl) (13 allél), Suppressor of zeste 12 (Su(z)12) (1 allél), Posterior
sex combs (Psc) (3 allél), Sex comb on midleg (Scm) (15 allél), verthandi (vtd) (1 allél),
Suppressor of zeste 2 (Su(z)2) (1 allél) és male-specific lethal-tipust allélok (msl) (2 allél).

Nem azonositottunk egyetlen Polycomb (Pc), Enhancer of zeste (E(z)), vagy trithorax (trx)
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allélt sem, izolaltunk azonban a Df(3L)kto2 delécion beliil egy eddig ismeretlen
komplementacids csoportot, melynek a kohtalo2 (kto2) nevet adtuk (3 allél).

Sikeriilt azonositanunk két eddig ismeretlen komplementacids csoportot, amelyeket - a
konstrukcidban taldlhatod riportergén expresszidjara gyakorolt hatasuk alapjan - Fehér szem-
nek (Fes; 3 allél) és Piros szem-nek (Pis; 8 allél) neveztiink el.

Az ellentmondasos fenotipusuk alapjan funkcionyerésesnek tiind allélokat
rontgensugarzassal revertdlni probaltuk. A reverzid tobb esetben is sikerrel jart.
Meghataroztuk a revertansok kromoszémainak kozos toréspontjait, majd komplementacios
analizis segitségével megallapitottuk, hogy a 18.73.1 transzgenikus vonal hatterében
azonositott 944 a grappa (gpp), mig a 1174 a bonus (bon) gén mutans allélja. A bon''™
revertansainak segitségével az is kideriilt, hogy a harmadik kromoszéman azonositott 4 taga
vildgositd komplementéacids csoport azonos a bon génnel. A reverzios kisérletek soran
azonositottunk tobb vilagositd mutaciot is, melyek koziil 3 a Fes gén mutdns alléljanak
bizonyult, mig tovabbi 3 mutacié - melyek mindegyike a PcG mutansainak enhanszerként
viselkedik - egy korabban ismeretlen komplementacios csoportot alkot.

A Pis és a Fes gének kozvetleniil hatnak az iab-7 PRE szakaszon. A Pis ers Fab-7>
enhanszerként viselkedik, mig a Fes szuppresszora a Fab-7° fenotipusnak. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a PIS ¢és a FES fehérjék fontos szerepet toltenek be az iab-7
PRE szakaszon miikodd fehérjekomplexekben.

A Pis gén allélikusnak bizonyult az egyik POLYCOMB-fehérjék altal alkotott komplex,
a PHORC (PHO Repressive Complex) hiszton-kotd tagjanak, a DSFMBT fehérjének génjével.
Kimutattak, hogy a DSFMBT fehérje MBT-doménje a H3 hiszton K9 aminosavanak és a H4
hiszton K20 aminosavanak mono- ¢és dimetiladlt formajahoz kot, de nem ismeri fel sem a

trimetilalt, sem a metiladlatlan formakat. Megfigyeléseink, melyek szerint a Pis allé¢ljai a
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Polycomb-csoport tagjaihoz hasonld genetikai interakciokat mutatnak, aladtdmasztjak a
biokémiai adatokat.

A Fes allélok vilagositd hatasa specifikus az iab-7 PRE szakaszra (nem hatnak az
Mcp PRE-t tartalmaz6 transzgenikus konstrukcidra). A Fes genetikai interakcioi szintén arra
utalnak, hogy a FES fehérje a TRITHORAX-csoport egy eddig ismeretlen tagja.

Mivel Fes (és bon) allélokat a csupan minimal PRE-t tartalmaz6 7/02.103.2 vonal
hatterében is sikeriilt azonositanunk, lehetségesnek latszik, hogy az iab-7 PRE kozvetlen
kozelében, vagy azzal atfedve egy TRE-jellegi FRE (Fes Response Element) szakasz
helyezkedik el. Az FRE, bar hasonld6 miikodésti, mint a TRE, sok szempontbdl kiilonbozik is
attol: példaul a trx €s az ashl (absent, small or homeotic discs 1) gének termékei valoszinlileg
nincsenek jelen ezen a DNS szakaszon.

Nem kizarhato, hogy az altalunk izolalt Fes allélok mind funkcidonyerésesek; ebben az
esetben elképzelhetd, hogy az antimorf FES fehérje gatolja az iab-7 PRE szakaszon kialakulo
PoLycoMB-komplex miikddését.

Az a felismerés, hogy szdmos gén (Psc, Su(Pc)37D, vtd) funkcidvesztéses mutacioi a
varttal ellentétes modon valtoztatjdk meg a transzgenikus szemszint, arra utal, hogy a
POLYCOMB- ¢és TRITHORAX-fehérjék bonyolult szabalyozasi haldzatot alkotva sajat génjiik,
illetve mas Polycomb- ¢és trithorax-gének transzkripcios regulatoraiként mitkodhetnek.

A funkcionyeréses bon'!” mutacioval végzett kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy
a bon (92F2-92F3) a trxG tagja. A szemszint erdsen sotétitd, ugyanakkor trithorax-jellegli

1174

homeotikus fenotipust mutatd bon " allél revertalhatonak bizonyult. A revertansok, valamint

249/12
a bon

mutansban taldlhaté P-elem mobilizalasaval nyert funcidvesztéses allélok a
transzgenikus konstrukcidk hatterében trithorax-jellegli (szemszin vildgositd) fenotipust

mutatnak. A bon allélok interakciot mutatnak a trx gén delécidjaval, ami arra utal, hogy a két

fehérje esetleg kolcsonhatasba léphet egymassal.
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A gpp gént korabban laboratoriumunkban mar azonositottak, a gpp”* revertansainak
kromoszomalis toréspontjai azonban segitettek a gén klonozasaban. A gpp (83E6-83E7) a

“ 116l a 18.73.1 vonal szemszinét

trithorax-csoport 0ij tagja. Mig a funkcionyeréses gpp’
erdsen sOtétiti, a revertansok nincsenek hatdssal a szemszinre. A gpp valtozatos interakciokat
mutat a Polycomb-csoport tagjaival: a gpp’® erésiti a Sex combs extra (Sce), a Pcl és a Sem
fenotipusat, a gpp’* viszont szuppresszalja ezeket a mutaciokat.

Az egyiittmiikddd laboratoriummal kozos eredményeink alapjan a GPP fehérje az
¢leszté DOTI1 fehérjével homolodg, és ennek megfeleléen a Drosophila H3 hisztonjanak K79
metiltranszferaza.

Kisérleteink soran ms/-tipustt mutaciokat is azonositottunk. Valoszintisitjiik, hogy ezek
a mutdciok a white enhancer-t és miniwhite riportergént tartalmazo konstrukcidkon
érvényesiilé ektopikus doziskompenzacion keresztiil fejtik ki hatdsukat. Egyelére nem ismert,
hogy ezen mutéaciok altal kijelolt gének termékei kolesonhatasba 1épnek-e a PCG és a TRXG
fehérjéivel.

Mutagenezis kisérleteink eredményesnek bizonyultak, hiszen nem csupéan a Polycomb-
€s a trithorax-csoport 0j tagjait sikeriilt azonositanunk, hanem informaciét nyertiink az iab-7
PRE szakaszon megvalosuld gatlas természetérdl is. Megtudtuk, hogy nincs sziikség minden
PcG fehérjére a gatlas létrejottéhez. A PC fehérjének példaul valoszinlileg nem a parosodo
PRE szakaszok interakciojaban van fontos szerepe, hanem az elsddleges PRE szakaszok és a
masodlagos, PRE-jellegli DNS szakaszok kozotti kapcsolat kialakitasaban.

Mivel laboratoriumunk kordbbi eredményei valdsziniisitik, hogy az iab-7 PRE
szakasztol tavolabb, a Fab-7-iab-7 PRE régio Mval-HindlIII (~1200 bp) fragmentjében, de az
Apal-Xbal fragmenten kiviil egy TRE 1is taldlhato, 0j transzgenikus konstrukciokat
terveztiink. Ezen konstrukcidok egyike csak a kozponti Apal-Ball fragmentumot tartalmazza

(ez lényegében megfelel a /8.73.1 vonalban megtalalhatd Apal-Xbal fragmentnek), egy a
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teljes Mval-HindIII szakaszt magéaban foglalja, ketté pedig a kozponti szakaszon kiviil csak
az egyik, illetve masik oldali szakaszt tartalmazza (Apal-HindIII és Mval-Ball).

Az altalunk tervezett négy atfedd konstrukcido segitségével a jovoben szeretnénk
megallapitani az emlitett valosziniisithetdé TRE poziciojat. Mivel konstrukcidinkban a PRE-
szakasz FRT (Flip Recombinase Target) szekvencidk koz¢é klonozva helyezkedik el, lehetdség
nyilik arra is, hogy a beépiilések koziil kivalaszthassuk azokat, amelyek esetében a benniik
talalhatd6 PRE-szakasz nem 1ép kdlcsonhatasba genomikus PRE-szakaszokkal, tehat valoban
izolaltan miikodik.

Reményeink szerint a jovOben az Aaltalunk izolalt mutaciok és az elkészitett
konstrukcidk segitségével lehetdveé valik a Fab-7-iab-7 PRE régi6 PRE- és TRE-jellegli DNS

szakaszainak finomtérképezése.
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SUMMARY

Segmental identity in Drosophila melanogaster is determined by two clusters of
homeotic genes, the Antennapedia- (ANT-C) and the bithorax-complexes (BX-C). The
complex expression pattern of the BX-C genes is due to the action of nine parasegment-
specific cis-regulatory domains. The activity patterns of these cis-regulatory regions are set
early in development by protein products of segmentation genes. By mid-embryogenesis,
when the products of the segmentation genes disappear, the regulation of the homeotic genes
switches to a maintenance mode that preserves the initial pattern of activity throughout the
remainder of development.

Maintenance of the inactive state requires the action of the POLYCOMB-group (PCG) of
proteins. By contrast, the trithorax-group (trxG) of genes is responsible for maintaining the
active state of homeotic genes. PCG proteins function cooperatively and form multimeric
repressor complexes, which are tethered to the DNA at sequences called Polycomb Response
Elements (PRE). The antagonistic activities of TRXG and PCG proteins involve modulation of
chromatin structure.

Special homeotic phenotypes and genetic interactions help the isolation of new
mutations in PcG and trxG genes. Although the number of PcG genes was estimated to be 40
previously, only 15 PcG members were found in traditional screens.

Our first aim was to identify new members of the PcG and the #xG using transgenic
lines which contain a PRE between a reporter gene (white) and its enhancer. Transgenic lines
containing iab-7 PRE fragments show pairing-sensitive silencing of the miniwhite reporter
gene: the eye-colour of transgenic flies is lighter in homozygous than in heterozygous
conditions. This silencing effect is weakened by introducing a PcG mutation, while it is

strengthened in a #7xG mutant background.
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We used two transgenic constructs containing two different iab-7 PRE fragments for
large scale screens to identify previously unknown PcG and #xG genes. One of the transgenic
lines we used was the /8.73.1 containing the Apal-Xbal fragment of the Fab-7 region, the
other was the 702.103.2 covering only the minimal PRE sequence (HS3; 260 bp) of the same
region. We also used two different mutagenizing methods, EMS and X-rays on the lines
18.73.1 and 102.103.2, respectively. Darkeners of the eye-colour were supposed to be
members of the PcG, while lighteners were considered to belong to the #7xG. We expected to
recover mostly loss-of-function mutations in the X-rays-induced mutagenization experiment,
while we expected more gain-of-function alleles from the EMS-induced screen.

In our screens, we isolated 1 allele of Suppressor of Polycomb at 37D (Su(Pc)37D), 3
alleles of wingless (wg), 13 alleles of Polycomblike (Pcl), 1 allele of Suppressor of zeste 12
(Su(z)12), 3 alleles of Posterior sex combs (Psc), 15 alleles of Sex comb on midleg (Scm), 1
allele of verthandi (vtd), 3 alleles of kohtalo2 (kto2; a gene that is localized in the region
covered by the Df(3L)kto2), 1 allele of Suppressor of zeste 2 (Su(z)2) and 2 male-specific
lethal-type (msl) alleles. We also identified 2 previously unknown complementation groups,
which we named Fehér szem (Fes; 3 alleles) and Piros szem (Pis; 8 alleles).

The X-rays-induced reversion of mutants showing controversial phenotypes (trithorax-
type homeotic phenotype, while darkening the eye-colour) revealed that we also isolated gain-
of-function alleles of grappa (gpp) and bonus (bon). Complementation analysis showed that 4
of the newly identified lightener mutations on the 3" chromosome were loss-of-function bon
alleles. Reversion screens yielded an additional advantage of gaining lightener mutations as
suppressors of the gain-of-function darkeners. In these screens — among previously
unidentified distinct complementation groups - we isolated 3 more alleles of Fes, and a
previously unidentified lightener gene represented by three alleles (which proved to be

enhancers of known Polycomb-group mutations).
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Additionally, in the background of the /8.73.1 line we isolated 35 unknown
complementation groups, each of which is represented by only one allele. Using the
102.103.2 line we 1solated 50 new mutations that complement the alleles of all the previously
known mutations. As the latter line was mutagenized by X-rays, we could observe
chromosomal rearrangements that might be responsible for the phenotypes.

Pis (a strong darkener) and Fes (a strong lightener) mutations seem to act directly on
the iab-7 PRE. Pis is a strong Fab-7> enhancer, while Fes is a suppressor of the Fab-7°
phenotype. These results show that PIS and FES proteins may have crucial roles in the
complexes tethered to the iab-7 PRE.

After the PHORC (PHO Repressive Complex) was isolated, Pis proved to be allelic to
the gene encoding the DSFMBT histone-binding protein of the complex. The MBT domain of
DSFMBT has a unique discriminatory binding activity for methylated lysine residues in
histones H3 and H4; the MBT repeats bind mono- and di-methylated H3-K9 and H4-K20 but
fail to interact with these residues if they are unmodified or tri-methylated.

FES may have a role of the same importance as PIS, but on the antagonistic (TRXG)
side. Although it is rather difficult to interpret the complementational behaviour of the alleles,
we proved that Fes is a new member of the #7xG, and it is specific to the iab-7 PRE. The fact
that we could isolate lightener mutations (Fes, bon) using the minimal PRE containing
102.103.2 line indicates that a TRE-like (Trithorax Response Element) sequence is
overlapping or located very close to the iab-7 PRE. This sequence is not a tipical TRE,
because the eye-colour of the 7/02.103.2 transgene does not respond to the mutations of
trithorax (trx) and absent, small or homeotic discs 1 (ashl). Therefore we termed this
sequence FRE (Fes Response Element). We could not exclude the possibility that all of our
Fes mutations are gain-of-function alleles. In this case, the antimorphic mutant FES protein

might antagonize the function of the POLYCOMB-complex tethered to the iab-7 PRE.
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Some of our mutants were definitely loss-of-function contrary to their controversial
phenotypes (Psc, Su(Pc)37D, vtd). This finding — taken together with other observations -
demonstrates a regulatory network between the members of the PcG and the #rxG.

The bon''’* allele (a gain-of-function allele of bon) helped us demonstrate that the
previously known bon gene (location: 92F2-92F3) is a member of the #7xG. bon''™, being a
strong darkener contrary to the trithorax-type homeotic phenotype, was revertable. All the
revertants are lighteners of the eye-colour of both the /8.73.1 and 102.103.2 lines. We also
generated loss-of-function (lightener) alleles by mobilizing the P-element insertion in the

24912 mutant line.

bon

bon alleles show dominant interaction with #rx, indicating that the two proteins may
interact. bon mutants proved to be lighteners of the transgenic eye-colour only if the transgene
contains the white enhancer, though the presence of the PRE is also necessary to set the
activity of the reporter gene.

We also isolated a gain-of-function gpp allele (gpp’*

), which we were able to revert
using X-rays. gpp’* is a strong darkener of the /8.73.1 transgenic constructs, while the
revertants have normal orange eye-colour. gpp mutants show different interactions with
alleles of genes belonging to the Polycomb-group: gpp™ is an enhancer of Sex combs extra
(Sce), Pcl and Scm, while gpp®** shows suppression of these mutations.

The first allele of gpp was also isolated in our laboratory, and the revertants of gpp’**
helped in cloning the gene. gpp is a new member of the #7xG, and it is located in the
cytological region 83E6-83E7. The N-terminal domain of the GPP protein shows significant
homology to the DOT1 protein of S. cerevisiae. GPP, like its homologue, proved to be a H3
histone K79 methyl-transferase, having possible transcriptional effects during embryogenesis.

Our screens also yielded alleles of ms/-type genes. Though we do not know whether

the products of these genes interact with the PCG and TRXG proteins, we suppose that the
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mutation of these genes act through the autonomous dosage compensation of the white
reporter gene.

Our screens helped us gain information on the specific features of POLYCOMB-
dependent silencing as well. Our findings imply that not all the PCG members are necessary
for the silencing activity of the iab-7 PRE. We did not identify either Polycomb (Pc) or
Enhancer of zeste (E(z)) alleles. This finding is in correlation with the model that the main
function of POLYCOMB is rather connecting PREs to subsidiary PRE-like sequences than
tethering homologous PREs to each other.

Our previous experiments suggest that there may be a TRE-like sequence outside the
Apal-Xbal fragment, but inside the Mval-HindlIII fragment of the Fab-7 region. We plan to
localize this TRE in the future, therefore we designed 4 transgenic constructs, which are
supposed to help us in this work. One of these constructs contains only the Apal-Ball
fragment (almost the same as the /8.73.7), one is longer to the left side (Mval-Ball), one is
longer to the right side (Apal-HindIll), and one of the constructs contain the full Mval-
HindIII region. To avoid interactions between the reporter gene enhancer and the iab-7 PRE
we cloned the PRE fragments into plasmids containing the white reporter gene without its
enhancer. We also inserted FRT sites flanking the PRE in order to make it easier to select
lines showing pairing-sensitive silencing without the transgenic PRE being involved in any
interactions of endogenic PRE sequences.

We hope that our newly isolated mutants and our new PRE-containing transgenic
constructs will help us in fine-mapping the POLYCOMB- and TRITHORAX-complex tethering

sequences of the Fab-7-iab-7 PRE region.



