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ALTALANOS BEVEZETES ES CELKITUZES

A magasabbrendli eukaridta szervezetek minden egyes sejtje ugyanazt a genetikai
informacidt hordozza, &m ez a kiilonbozd sejtekben kiilonféle médon hasznalodik fel. A
kiilonbozd sejtek fejlodési programjuknak megfelelden epigenetikus faktorok segitségével
kiilonb6zd géneket expresszalnak, vagy kapcsolnak ki. Ha ez a specifikus génexpresszios
mintazat idében vagy térben nem megfeleléen jon létre, a morfologiai fejlédés hibakat
szenvedhet. A fejlédésbiologia, azon belill is a fejlodésgenetika f6 feladata azon genetikai
szabalyzasi utak feltérképezése, amelyek a kiilonbozé sejtvonalak génexpresszids mintazatat
iddében ¢€s térben kialakitjak, illetve fenntartjak, igy biztositva a sejtek determinéciojat, illetve
a késobbi feladatukra valo specializaciojat.

A génexpresszid epigenetikus determinaciojanak 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 és 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 emldsok egyedfejlodésének
genetikai szempontbdl vald vizsgalatdhoz, mert nem csupan a génexpresszidos mintazat
fenntartasanak mechanizmusa hasonlo az ecetmuslicaban és az emlosokben, de ezen mintazat
konzervalasat biztositd epigenetikus faktorok is homolégiat mutatnak.

A homeotikus gének olyan konzervalt mestergének (transzkripcids regulatorok),

melyek az egyedfejlodés soran kordn bekapcsolnak, és mindvégig aktivak maradnak.



Expresszidjuk szelvényspecifikus, szerepliik az, hogy az altaluk szabalyozott végrehajto
géneken keresztiil kialakitsak az adott szelvény identitésat.

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 kozéptortodl hatrafele elhelyezkedd szelvények identitdsanak kialakitasaért felelds.

A BX-C harom homeotikus gént kddol (Ultrabithorax, abdominal-A, Abdominal-B),
melyek a komplex hatasa alatt 4116 szelvények identitasat nagy kiterjedésii, szelvényspecifikus
cisz-regulator elemek segitségével képesek meghatarozni. Minden egyes szelvényben egy
ujabb cisz-reguldtor elem kapcsol be (valik nyitottd a kromatinszerkezete), €s ennek hat4sara
vagy egy ujabb homeotikus gén aktivalodik, vagy az el6zd szelvényben is aktiv homeotikus
gén expresszios szintje emelkedik meg.

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

A transzgenikus konstrukciokba épitett (eredeti genomikus kornyezetétdl izolalt) PRE-
szakaszok segitségével lehetdvé valik a PRE-kon felépiild fehérjekomplexek tagjainak
megismerése ¢s milkodésének genetikai vizsgalata. A konstrukcidba épitett riportergén
expresszidja parosodas-fliggd modon érzékeny a Polycomb-, illetve a trithorax-csoportba

tartoz6 gének dozisara: a Polycomb-csoport mutacioi sotétitik, mig a trithorax-csoport



mutaciol vilagositjadk a transzgenikus konstrukciora nézve homozigota allatok szemszinét.
Kisérleteink soran olyan transzgenikus konstrukciokat hasznaltunk, melyek a miniwhite
riportergén €s annak enhanszere k6zott az iab-7 PRE (az infraabdominal-7 cisz-regulatorban,
a Fab-7 boundary kozelében taldlhatdo PRE) egy hosszabb, illetve egy rovidebb, a PRE
funkcidhoz minimadlisan elengedhetetlen szakaszat tartalmaztak beépitve.

Munkank egyik f6 célja az volt, hogy mutagenezis kisérletek végzésével a Polycomb-
€s 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 miikodésérdl. Emellett létre kivantunk
hozni egy olyan eszkdzrendszert, mely lehetdveé teszi az iab-7 PRE és TRE eddigieknél

finomabb felbontasu vizsgalatat.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Klasszikus genetikai modszerek:

- EMS mutagenezis, reverzio rontgensugarzassal, mutagenezis rontgensugarzassal

- mutacidés analizis: letalfazis meghatarozas, komplementacid, fenotipusos interakcidok
vizsgalata

- rekombinacid, térképezés

- P-elem mobilizaci6

- larvalis nyalmirigy oriaskromoszomak vizsgalata

Molekularis modszerek:

- in situ hibridizéacio

- transzgenikus konstrukciok klonozasa €s injektalasa ecetmuslica embridba (DNS tisztitas,
restrikcidos emésztés, PCR, gél elektroforézis, fragment izolalas, ligalas, transzformalas,

kompetens sejt készitése)



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az iab-7 PRE tagabb kornyezetét tartalmazd 78.73.1 és a minimal PRE funkciot
mutatd DNS szakaszt tartalmaz6 /02.103.2 vonalak hatterében nagyszabasu EMS-, illetve
rontgensugarzas-indukalt mutagenezis kisérletet végeztiink.

A 18.73.1 transzgenikus vonal hatterében végzett kisérletben 35 0j komplementacids
csoportot azonositottunk, mig a /02.103.2 vonal hatterében 50 olyan mutaciét izolaltunk,
melyek mind komplementaljak a Polycomb-, illetve a trithorax-csoport eddig ismert tagjainak
vizsgalt mutacioit. A két mutagenezis kisérlet soran a kdvetkezd, kordbban is ismert gének
alléljait azonositottuk: Suppressor of Polycomb at 37D (1 allél), wingless (3 allél),
Polycomblike (13 allél), Suppressor of zeste 12 (1 allél), Posterior sex combs (3 allél), Sex
comb on midleg (15 allél), verthandi (1 allél), Suppressor of zeste 2 (1 allél) és male-specific
lethal-tipusu allélok (2 allél). Nem azonositottunk egyetlen Polycomb, Enhancer of zeste,
vagy trithorax 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 komplementacios csoportot, amelyeket - a
konstrukcidban taldlhato riportergén expresszidjara gyakorolt hatasuk alapjan - Fehér szem-
nek (Fes; 3 allél) és Piros szem-nek (Pis; 8 allél) neveztiink el.

A Fes allélok hatdsa specifikus az iab-7 PRE szakaszra (nem hatnak az Mcp PRE-t
tartalmazo transzgenikus konstrukcidra). A Fes gén a masodik kromoszoma bal karjara, a
black és purple markergének kozé térképezhetd. Mivel Fes allélokat a csupan minimal PRE-t
tartalmazo 102.103.2 vonal hatterében is sikeriilt azonositanunk, lehetségesnek latszik, hogy
az iab-7 PRE kozvetlen kozelében, vagy azzal atfedve egy TRE-jellegli, de attdél sok
szempontbol kiilonb6z6 FRE (Fes Response Element) szakasz helyezkedik el. A Fes
genetikai interakcioi is arra utalnak, hogy a FES fehérje a TRITHORAX-csoport egy eddig

ismeretlen tagja.



A Pis gén allélikusnak bizonyult az egyik POLYCOMB-fehérjék altal alkotott komplex,
a PHORC (PHO Repressive Complex) hiszton-kotd tagjanak, a DSFMBT fehérjének génjével.
Megfigyeléseink, melyek szerint a Pis alléljai a Polycomb-csoport tagjaihoz hasonld genetikai
interakciokat mutatnak, alatdmasztjak a biokémiai adatokat.

Az ellentmondasos fenotipusuk alapjan funkcionyerésesnek tiind allélokat
rontgensugarzassal revertdlni probaltuk. A reverzid tobb esetben is sikerrel jart.
Meghataroztuk a revertansok kromoszémadinak kozos toréspontjait, majd komplementacios
analizis segitségével megallapitottuk, hogy a [8.73.1 transzgenikus vonal héatterében
azonositott 944 a grappa, mig a 1174 a bonus gén muténs allélja. A bon''’* revertansainak
segitségével az is kideriilt, hogy a harmadik kromoszoéman azonositott 4 tagu vildgositod
komplementacios csoport azonos a bonus génnel. A reverzios kisérletek soran azonositottunk
tobb vilagositd mutaciot is, melyek koziil 3 a Fes gén mutans alléljanak bizonyult, mig
tovabbi 3 mutaci6 egy koradbban ismeretlen komplementéacios csoportot alkot.

A grappa gént kordbban laboratériumunkban méar azonositottdk, a grappa’
revertansainak kromoszomalis toréspontjai azonban segitettek a gén klonozasaban. Az
egylttmiikodé laboratoriummal k6zés eredményeink alapjan a GRAPPA fehérje az élesztd
DOT1 fehérjével homoldg, és ennek megfeleléen a Drosophila H3 hisztonjanak K79
metiltranszferaza.

1174
A bonus

allél revertdnsai, valamint a bonus génben talalhato egyik P-elem
mobilizalasaval nyert allélok a transzgenikus konstrukciok hatterében trithorax-jellegii
(szemszin vilagositd) fenotipust mutattak. Az altalunk tett felismerést - miszerint a BONUS
fehérje valoban a TRITHORAX-csoport tagja -, a bonus alléloknak a trithorax gén delécidjaval
adott interakcioi is alatamasztjak.

Mutagenezis kisérleteink eredményesnek bizonyultak, hiszen nem csupan a Polycomb-

€s a trithorax-csoport 0j tagjait sikeriilt azonositanunk, hanem informdaciot nyertiink az iab-7



PRE szakaszon megvalosuld gatlas természetérdl is. Megtudtuk, hogy nincs sziikség minden
PoLycoMB-fehérjére a gatlas 1étrejottéhez. Felvetettiik annak lehetdségét, hogy az iab-7 PRE
kozvetlen kozelében taldlhaté egy TRE-jellegi szekvencia (FRE), melyre az altalunk
azonositott Fes gén altal kodolt fehérje hatasa specifikusnak bizonyult. Az a felismerés, hogy
szamos gén (Psc, Su(Pc)37D, vtd) funkcidvesztéses mutacidi a varttal ellentétes modon
valtoztatjdk meg a transzgenikus szemszint, arra utal, hogy a POLYCOMB- és TRITHORAX-
fehérjék bonyolult szabalyozasi halozatot alkotva sajat génjiik, illetve mas Polycomb- vagy
trithorax-gének transzkripcids reguldtoraiként miikdhetnek.

Mivel laboratoriumunk kordbbi eredményei valdszinisitik, hogy az iab-7 PRE
szakasztol tavolabb, a Fab-7-iab-7 PRE régi6 Mval-HindIII (~1200 bp) fragmentjében egy
TRE 1is talalhato, 0) transzgenikus konstrukciokat terveztiink. Az altalunk tervezett négy
atfedd konstrukcid segitségével a jovoben szeretnénk megallapitani az emlitett
Recombinase Target) szekvenciak koz¢ klonozva helyezkedik el, lehetdség nyilik arra is,
hogy a beépiilések koziil kivalaszthassuk azokat, amelyek esetében a benniik talalhato PRE-
szakasz nem lép kolcsonhatasba genomikus PRE-szakaszokkal, tehat valoban izolaltan
miikodik.

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

szakaszainak finomtérképezése.
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