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BEVEZETO

Altalanos irodalmi bevezeto és célkitiizések

Az egyedfejlodés egyik legizgalmasabb kérdése, hogy vajon hogyan zajlik a szervezetet
alkotod sejtek specializacidja. A specializacid hatterében a mintazatképzddés soran kialakulo
specifikus génexpresszids mintazatok allnak. Ez azt jelenti, hogy egy adott sejtsors iranyaba
elkotelezodott sejtben csak azok a gének fejezddnek ki, amelyek sziikségesek ahhoz, hogy ez a
sejttipus el tudja latni a ,,rabizott feladatokat”. A ,hasznélaton kiviili” gének kikapcsolodnak,
inaktiv allapotba keriilnek benne. A megfeleld génexpresszids mintazatot a sejt ,,memoriaja”
segitségével élete végéig fenntartja, osztédaskor pedig tovdbbadja az utddsejtnek. Ez a
specializalt allapot meglrzésének feltétele. Drosophila-ban az imagdkorongokat alkotod
sejtcsoportok mar az embriogenezis soran elkodtelezédnek egy bizonyos sejtsors iranyaba, de
csak bab allapotban, a metamorfozis soran valosul meg a kordbban meghatarozott sejtprogram:
az imagokorong-sejtekbdl kifejlddnek a felndtt allat kiilsd strukturai. Az imagokorongok sejtjei
még idegen kornyezetben (pl. a felnétt ndstény légy hemolimfajadban) torténd hosszabb
inkubacid utdn, és a normalisnal tobb sejtosztoddson keresztiilmenve is azokat a fliggelékeket €s
struktarakat alakitjak ki, amelyek létrehozéaséra eredetileg programozodtak, vagyis emlékeznek a
kezdeti determinalt allapotukra (Hadorn, 1978).

Vajon mi az a molekularis mechanizmus, amely fenntartja a kiilonb6zd differencialt
allapotokat? Hogyan 6rz6dik meg egy adott sejttipusra jellemz6 génexpresszios mintazat a DNS-
replikdci6 €s a mitozis sordn? A Drosophila melanogaster idedlis modellszervezet a
fejlodésbiologia ezen alapvetd kérdéseinek tanulményozasdra, hiszen szdmos olyan génjét
jellemezték mar, amely szerepet jatszik a kiilonboz6 sejtsorsok meghatarozasadban. Drosophila-
ban fedezték fel példaul a homeotikus (Hox) géneket, amelyek homologjai az egész allatvilagban
olyan transzkripcidos faktorokat kodolnak, melyek az anterior-poszterior tengely mentén
kialakulo testrészeket hatarozzak meg. JOl ismert, hogy a homeotikus gének mutéciodi egy vagy
néhany szelvényt érintd latvanyos szelvénytranszformacidkat okoznak. Hasonld fenotipusokat
figyeltek meg ugyanakkor a mutaciok egy mas, nem Hox géneket érintd csoportja esetében,
amelyrdl kideriilt, hogy a hiba a homeotikus géneket szabdlyozd génekben van. Részletes
genetikai és molekularis vizsgalatok bizonyitottak, hogy ezek a mutaciok az egymassal ellentétes

funkcidju Polycomb (Polycomb Group, PcG) és trithorax csoport (trithorax Group, trxG)



génjeiben kovetkeztek be, melyek sziikségesek bizonyos egyedfejléddésben fontos szabalyozd
faktorok — mint példdul a Hox gének — génkifejezddési mintdzatanak fenntartdsdhoz (Simon,
1995). A PcG mutaciok fenotipusainak hatterében példaul az Antennapedia (ANT-C) és bithorax
komplexekben (BX-C, Isd. FUGGELEK) taldlhat6 homeotikus gének derepresszidja all
(0sszefoglalva Kennison, 2004). Ezek a felfedezések magyarazatot adtak arra, hogy a PcG és
trxG mutéaciok altal okozott szelvénytranszformaciok — a Hox mutaciokkal ellentétben — miért
érintenek minden testszelvényt. A PcG és trxG génekrdl tehat a fenti adatok és megfontolasok
alapjan joggal feltételezhették, hogy a sejtmemoria alapjat képezik.

A PcG ¢és trxG gének sejtmemoriaban betoltott fontos szerepére mutatnak rd azon
késObbi eredmények is, melyek szerint a roluk keletkezd fehérjék hatalmas fehérjekomplexeket
alkotva kapcsolddnak a kromatinhoz, vagyis a géneket hordozé DNS-bdl, kiilonbozd fehérjékbol
¢s RNS-bdl allo sejtmagi struktirakhoz. A kromatin f6 fehérje alkotoegységei a hisztonok,
amelyekre feltekeredik a teljes hosszat tekintve szaz centiméteres nagysagrendbe es6 DNS. A
tomoritett szerkezet ellenére szabadon hozzaférhetdek a hisztonok N-terminalis végei, amelyek
molekularis adovevoként kodoljak a hozzéajuk tartozd gének transzkripeids allapotat. A kodot az
N-terminalis hisztonfarkak kovalens modositasai — acetilacid, metilacid, foszforilacio,
ubiquitinaci6 — alkotjak. A kod megvaltozasa egyiitt jar a lokalis kromatinszerkezet valtozasaval,
amely alapvetden meghatarozza, hogy egy gén milyen mértékben ,irhato at”. A
kromatinszerkezet modositasra egy masik lehetdség a hisztonok elmozditdsa a DNS-fonal
mentén (nukleoszéma remodelling). Szdmos PcG és TrxG fehérje rendelkezik az emlitett
kromatinszerkezet-modositd képességek valamelyikével (1. tablazat), ezek segitségével tartjak
célgénjeiket transzkripciondlisan inaktiv (PcG), illetve aktiv (TrxG) allapotban. Az inaktiv (zart)
kromatin-konformacié egyiitt jar a kromatin erds tomdritettségével, mig az aktiv (nyilt)
kromatin-konformaciéra viszonylag laza szerkezet jellemz6. A PcG/Trx fehérjék tehat
epigenetikus regulatorok, hiszen a DNS-szekvencia megvaltoztatasa nélkiil, 6rokl6dé modon
szabalyozzédk a génmiikddést.

A PcG és TrxG fehérjék konzervaltsdgot mutatnak a kiilonb6zd fajok kozott, igy
homolégjaik emldsdkben is megtalalhatok (/. tablazat), ahol analog szereppel birnak (Akasaka
¢s mtsai., 2001). A Drosophila és a gerincesek ezen fehérjéinek Osszehasonlitasakor a

legnagyobb homologiat az E(Z), az ESC és a SU(Z)12 fehérjék esetében talaltdk. Ez a harom



z:,oésrojlé hila Komplex Fehérjedomének Biokémiai aktivitas Efgofglgl(e)g “

Polycomb csoport

PC PRCI Kromodomén hKeéZtédés @ trimetil-H3K27- ?(I:Plac)?z’)l,wc}éx4,

CBX6, BX7, CBX8

PH PRCI SAM ? PHCI, PHC2, PHC3

PSC PRCI RING Az SCE kofaktora BMII1, MEL18

SCE (RING) PRCI RING uHé‘;Etlirlli'irgzzpeCiﬁk“S B3 RING1A, RINGIB

SCM PRC1? SAM, MBT, Zn-finger ~ ? SCMHI, SCML2

E(Z) PRC2 SET H3K9- és H3K27-metilicié  EZH2, EZHI1

ESC PRC2 WD40 Az E(Z) kofaktora EED

ESCL PRC2 WD40 Az E(Z) kofaktora EED

SU(Z)12 PRC2 Zn-finger ? SUZ12

PCL PRC2 PHD, Tudor ? gfg 61)9 » MTF2

PHO PHORC Zn-finger DNS-kétés YY1, YY2

PHOL ? Zn-finger DNS-kotés YY1, YY2

SFMBT PHORC MBT, SAM Kotdés a mono- & dimetil- 3y gy 5 MBI
’ H3K9/H4K20-hoz ’

SU(Z)2 ? RING ? ?

SXC ? ? ? ?

ASX ? PHD ? ASXL1, ASXL2

MXC ? LA, RRM ? Q9CUQ5

E(PC) ? ? ? EPC1, EPC2

Trithorax csoport

TRX TACI PHD,SET H3K4-metilécié WBP7, MLL1

ASH1 ? SET, PHD, BAH Eﬁfﬂ‘;/c 11{03 KOMHAI20- ASHIL

ASH2 ? PHD, SPRY ? ASH2L

BRM SWI/SNF IS;;]OZQ) i%élncc’ ﬁ‘){fg‘ afttﬁgé nukleoszéma- g\ rApcA4

MOR SWI/SNF SWIRM, SAINT A BRM kofaktora ARy

OSA SWI/SNF? BRIGHT ? ARIDIB

1. tablazat A PcG/TrxG-rendszer fobb komponensei (Schwartz és Pirrotta, 2007). ARIDIB,
AT-rich interactive domain 1B; ASH, Absent, small, or homeotic discs; ASX, Additional sex
combs; BRM, Brahma; CBX, Chromobox homologue; EED, Embryonic ectoderm development;
E(PC), Enhancer of Polycomb; ESC, Extra sex combs; ESCL, Extra sex combs like; E(Z),
Enhancer of zeste; MLL1, Myeloid/lymphoid or mixed lineage leukaemia; MOR, Moira; MTF,



Metal response element-binding transcription factor; MXC, Multi sex combs; NPCD, Neuronal
pentraxin with chromodomain; PC, Polycomb; PCL, Polycomb-like; PH, Polyhomeotic; PHC,
Polyhomeotic-like; PHF19, PHD-finger protein 19; PHO, Pleiohomeotic; PHOL, Pleiohomeotic-
like; SCE, Sex combs extra; SCM, Sex comb on midleg; SFMBT, Scm-related gene containing
four MBT domains; SU(Z), Supressor of zeste; SXC, Super sex combs; TRX, Trithorax; WBP7,
WW-domain binding protein 7; YY, Yin-Yang transcription factor.

fehérje megtalalhatd Arabidopsis-ban (Hsieh és mtsai., 2003) és a SU(Z)12 kivételével
Caenorhabditis elegans-ban (Pires-daSilva és Sommer, 2003) is, az utdbbiban azonban mas,
fiiggetleniil kifejlodott PcG fehérjék is fellelhetdek. “Menekitési” kisérletekben igazoltak, hogy a
Polycomb (PC) (Miiller és mtsai., 1995) és a Pleiohomeotic (PHO) (Brown és mtsai., 1998;
Atchison és mtsai., 2003) PcG fehérjék emlds homoldgjai, valamint a Trithorax (Muyrers-Chen
¢s mtsai., 2004) TrxG fehérje emlds homoldgja bizonyos mértékben képesek helyettesiteni a
légyben taldlhato megfeleldjiiket.

Meglepé modon a Drosophila PcG fehérjéknek — a Pleiohomeotic (PHO) és a
Pleiohomeotic-like (PHOL) (Brown és mtsai., 2003) kivételével — nincs DNS-k6té doménje, ami
azonban szdmos olyan gént, melyeknek mutacioi nem okoznak klasszikus Polycomb fenotipust,
de az altaluk kodolt fehérjék kapcsolatba hozhatok a PcG komplexekkel és rendelkeznek
szekvenciaspecifikus DNS-ko6td aktivitassal is. Ilyen fehérjék példaul a 77/ gén altal kodolt
GAGA faktor (GAF), a Pipsqueak (PSQ) ¢€s a Zeste. Ezen fehérjéknek viszont nem taldltdk meg
a homologjait gerincesekben. A GAF és a PSQ szekvenciaspecifitdsa azonos — és bar kiilonb6zd
doménekkel —, mindkettd a (GA)n szekvenciat koti (GAF/PSQ-kotdhely).

A Drosophila PcG fehérjék kb. 100 kiilonbozd helyre kotddnek a larvalis nyalmirigy
oriaskromoszomain (Rastelli és mtsai., 1993; Zink és Paro, 1989). A TRX ¢és az ASH1 TrxG
fehérjék kotdhelyei nagyrészt atfednek a PcG fehérje-kotohelyekkel, valamint ezeken kiviil még
kb. 80 pozicidban megtalaltadk dket (Chinwalla és mtsai., 1995; Rozovskaia és mtsai., 1999;
Tripoulas és mtsai., 1996). Tehat egyediil ebben a szovetben mintegy 180 lokusz szabalyozodhat
PcG ¢és TrxG fehérjék altal. A PcG/TrxG-rendszer célgénjei koziil a transzkripcids faktorokat
kédold Hox génekrdl rendelkeziink a legtobb informdacioval, ezért a tovabbiakban elsdsorban
ezekrdl lesz sz6. A Hox géneket nagymeéretii, dsszetett szabalyozo-régiok (cisz-regulator, Isd.
FUGGELEK) vezérlik, ezek teszik lehetévé, hogy célgénjeik szelvény- és szovetspecifikus

mintazatban fejezédjenek ki. E mintazat fenntartasara sziikség van a teljes egyedfejlodés soran és



felndttkorban is. A korai Drosophila embridban a gap €s a pair-rule szegmentacios génekrol
keletkez6 faktorok gradiensei felelések a Hox gének represszalt allapotanak kialakitdsaért a
megfeleld testszelvényekben. Késdbb a gap és a pair-rule géntermékek eltiinnek, szerepiiket a
PcG fehérjék veszik 4at, mindeddig ismeretlen modon érzékelve a homeotikus gének
transzkripciojat szabalyozd cisz-reguldtor régiok elézdleg beallitott aktivitdsi mintdzatat. A
Drosophila Hox gének transzkripcids szabalyozasahoz nagytdvolsagu kolcsonhatasoknak kell
kialakulnia az iniciacios hely koriil szervezddd alap transzkripcids apparatus és a tavoli
szabalyozoelemekhez kotddd faktorok kozott. Erre utalnak azok az eredmények is, melyek
szerint a PcG fehérjék az altaluk szabalyozott gének cisz-regulator régidja mellett azok
promoteréhez is kapcsolddnak (Papp és Miiller, 2006), igy tartjdk a célgént represszalt
allapotban. A célgének cisz-regulator régidiban taldlhatd, specifikus PcG-kotShelyeket
tartalmaz6 DNS-szakaszokat PRE-knak (Polycomb Response Element) nevezziik (Pirrotta,
1997; Simon ¢és mtsai., 1993). A TrxG fehérjék specifikus kotOhelye a Trithorax Response
Element (TRE), ide kapcsolddva tartjdk fenn az altaluk szabalyozott gén aktiv transzkripcios
allapotat. A TRE-k is a cisz-regulator régidkban, a PRE-k mellett helyezkednek el. A kétféle
szabalyozoelemet a legtobb esetben szekvenciaszinten még nem kiilonitették el, ezért is nevezik
Oket 0sszefoglaldan PRE/TRE-knak.

Funkcionalis tesztekben 5 16kusz esetén sikeriilt azonositani PRE/TRE-kat és az altaluk
szabalyozott géneket. Ezek a kovetkezdk: a homeotikus géneket tartalmazé BX-C és ANT-C
(Gindhart és Kaufman, 1995; Orlando és Paro, 1995; Zink és mtsai., 1991), a polyhomeotic
l6kusz (Bloyer és mtsai., 2003) (maga is egy PcG gén), valamint az engrailed 16kusz (Kassis,
1994) és a hedgehog 16kusz (Maurange ¢és Paro, 2002) (szegmentacios gének). Egy genomszintii
PRE-prediktalo program (Ringrose €s mtsai., 2003) segitségével szamos tovabbi szegmentacios
hogy az egyedfejlédést iranyitd, jol jellemzett transzkripcids faktor-kaszkadok valosziniileg
minden szintjére — s6t magukra a PcG/trxG génekre is — olyan kromatinszintli szabalyozo-
mechanizmusok is hatnak, amelyeket a PcG/TrxG-rendszer kozvetit.

Bizonyitottak tovabba, hogy a PcG/TrxG fehérjék epigenetikus regulator funkcidja nem
korlatozodik a szelvényezett testfelépités kialakitasaban résztvevd génekre. Specidlis szerepiik
van a szemfejlédésben (Janody €s mtsai., 2004) is, mert mutaciojuk az ismert homeotikus célgén

(Ultrabithorax, Ubx) nem megfeleld kifejezddésén kiviil mas szemfejlddéshez sziikséges gének
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crcs

megerdsitették a PRE-predikcios szamitdsok is. Hasonlo eredményeket kaptak egy follikulus-
fejlodésben szerepet jatszo gének azonositasara tervezett kisérletben (Narbonne és mtsai., 2004):
a PcG gének egy bizonyos alcsoportja sziikséges a szomatikus ovariumsejtek specifitasanak
meghatarozasahoz. Nemrégiben ChIP-pel (chromatin immunoprecipitation, kromatin-
immunoprecipitadcido) kombinalt microarray technikdk segitségével genomszinten térképezték a
PcG/TrxG-rendszer célgénjeit (Schwartz és mtsai., 2006; Tolhuis és mtsai., 2006). Ezen gének
nagy része transzkripcids szabalyozofehérjéket, morfogéneket, valamint a f6 jelatviteli utak
komponenseit kodolja. Ugy tiinik, barmely sejtet vessziik figyelembe, abban a legtobb genetikai
programot ,kikapcsolja” a PcG, azok a programok ,miikodnek™ csak, amelyekre az adott
sejttipusnak sziiksége van. Emberi és egér dssejtekben a kiilonbozo egyedfejlodési utvonalakat
valoszinileg a PcG fehérjék blokkoljak, hiszen kotddnek ezen utvonalakat szabalyozo
kulcsgének regulator-régioihoz. Differenciaciokor az adott sejttipusra jellemz6é fejlodési
utvonalak indukalédnak, ezzel parhuzamosan a megfeleld géneknél csokken a PcG-kotés é€s a
trimetilacio mértéke a H3 hisztonmolekula 27. lizinjén (H3K27met3) (Boyer és mtsai., 2006;
Bracken és mtsai., 2006; Lee €s mtsai., 2006). Lehetséges, hogy az dssejtekben a pluripotencia
egylitt jar egy bivalens kromatinallapottal: a pluripotencia-faktorok jeldlik ki, mely géneknek van
lehetdsége differenciaciokor aktivalodni vagy véglegesen represszalddni. Az Gssejtekben a PcG
célgének ezért hordozzék egyszerre az ,,inaktivald” H3K27met3 és az ,,aktivalo” H3K4met3 jelet
(Azuara és mtsai., 2006; Bernstein és mtsai., 2006).

Gerincesekben mindeddig nem sikeriilt PRE-kat azonositani, azonban a PcG és TrxG
fehérjéknek a Hox génekre gyakorolt antagonista hatdsa esetiikben is bizonyitott (Hanson és
mtsai., 1999). A sejtosztddas €s a tumorképzddés (Jacobs és van Lohuizen, 2002) folyamataiban
is részt vesznek, ilyen funkcidik érdekes modon Drosophila-ban nem ismeretesek. Szamos
bizonyiték utal tovabba arra, hogy a PcG/TrxG-rendszernek — mind a légyben, mind az
emberben — van egy fontos, eddigiektdl eltérd kromatinszervezd szerepe is: részt vallal a
telomerek szerkezetének kialakitdsaban (Boivin és mtsai., 2003; Dimri és mtsai., 2002).
Tekintve, hogy a két ismert Drosophila szekvenciaspecifikus DNS-kot6 PcG fehérje (PHO,
PHOL) emlés homoloégja (YY1) egy széles szekvenciaspecifitassal birod transzkripcids faktor
(Hyde-DeRuyscher és mtsai., 1995; Yant és mtsai., 1995), nem ismerjiik azokat a kritériumokat,

amelyek alapjan PRE-kat lehetne talalni az emlés genomban. Jelenlegi ismereteink alapjan arra
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kovetkeztethetiink, hogy az emldsdk homeotikus komplexeiben talalhaté szabalyozo-régiok —
ezen beliil is a PRE-k — szekvencia-Osszetétele alapvetden kiilonbozik a legyekétdl.

A Hox gének cisz-regulatorai olyan hatalmas méretiiek, hogy miikodésiiket vizsgalni
transzgenikus kisérletekben még a Drosophila-ban hasznalatos gazdag molekularis genetikai
eszkoztarral sem lehetséges. Ezért a Hox gének finomszabalyozéasat nagyrészt csak ugy tudtak
tanulméanyozni, hogy a regulator-régiok rovidebb darabjait épitették be kiilonbozd tipust
transzgenikus konstrukciokba. Ilyen modszerekkel azonositottak a cisz-regulatorokban talalhato
szabalyozo-elemeket: a PRE/TRE-kat, az enhanszereket és a hataroloelemeket (lsd.
FUGGELEK). Szamos csoport foglalkozott példaul jol jellemzett PRE/TRE-régiok méretének
transzgenikus kisérletekben torténd lesziikitésével is. A 2. tabldzat mutatja azt a 3 PRE-t,

amelyet ilyen megkozelitéssel vizsgaltak: a bxd-t (Horard és mtsai., 2000) és a Fab7-et

UbxLacZ Mutacidk hatasa a Ektopikus
PRE mintazat- miniwhite ) t’ra'ns’zg'én "l’sG-
fenntar- atirédasara* kotohely
tdsa PFI | Var | SMM | PcG | trxG | Trl kialakitasa
bxd — 6 kopia BP
(Horard és mtsai., Igen NV |Igen [NV |+~ - +7 PC
2000)
bxd — 4 kopia PF
(Horard és mtsai., Nem NV |Igen | NV | + - 0 PC
2000)
Fab-7
(Mishra és mtsai., NV Igen | NV | NV + NV | + NV
2001)
Fab-7
(Déjardin és Cavalli, | NV lgen |Tgen |Igen | + | - | NV IIZE’OPH’
2004)
engrailed
(Americo és mtsai., | Igen Igen |Igen |NV |+ | NV | NV | NV
2002)

2. tablazat A minimalis PRE-fragmentumok meghatarozasara alkalmazott Kisérletek
(Ringrose és Paro, 2004).

* A mutdciok hatasat a miniwhite-tesztben vizsgaltak, kivéve a megjeldlt eseteket (¥*,*%*), + a
transzgén transzkripcidja fokozodik; -, a transzgén transzkripcidja csdkken; 0, nincs hatés

** A mutaciok hatasat a miniwhite-tesztben és az UbxLacZ-tesztben is vizsgaltak.

*%% A mutaciok hatasat csak az UbxLacZ-tesztben vizsgaltak.

NV, nem vizsgaltak; PFI, parosodasfliggd inaktivacio; SMM, sejtmemoria-modul teszt; Var,
variegacio.
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(Déjardin ¢és Cavalli, 2004; Mishra és mtsai.,, 2001) a BX-C-bdl, valamint az engrailed-et
(Americo ¢és mtsai., 2002)]. Tobb teszt 1étezik annak eldontésére, hogy egy adott DNS-darab
PRE-ként miikodik-e (2. tablazat). Talan a legszigorubb az UbxLacZ kisérleti rendszer (/. dbra
A), melyben a tesztkonstrukci6 tartalmazza a ,,PRE”-t, mellette az Ubx gén egy embrionalis
enhanszerét, valamint egy Ubx promotert, amely a LacZ riportergént vezérli. Ha a kérdéses
fragmentum PRE-aktivitassal rendelkezik, képes fenntartani a LacZ — az embrionalis enhanszer

altal az embriogenezis elején meghatarozott — kifejez0dési mintazatat. PRE hianyaban vagy PcG

A Szelvények szerint korlatozott expresszios mintazat fenntartasa

P{Enhanszer-+riporter} P{Enhanszer+riporter+PRE}

korai

PcG

Késéi <

C Parosodas-fiigg6 inaktivacio

B Ektopikus PcG-koto-
hely megjelenése az

Yy s . P [+ P{imw+PREY/+
oriaskromoszomakon v} 1 3

PcG

P{mw}/P{mw} P{mw+PRE}/ P{mw+PRE}

1. abra A PRE-Kk vizsgalatara korabban alkalmazott transzgenikus modszerek. Magyarazat
a szovegben.
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mutans hattéren a LacZ az embriogenezis késoi stddiumaitdl kezdve derepresszalodik, vagyis az
allat eliilsé testszelvényeiben is kifejezddik. Mivel az Ubx promoéter is tartalmaz PRE-kra
jellemzé kotohelyeket (Americo €s mtsai., 2002), amelyeken keresztiil a PRE és a promoter
valoszinlileg kolcsonhatnak, ez a modszer valgjaban a csak az Ubx promoter jelenlétét
feltételezve alkalmas a PRE minimalis szakaszdnak meghatarozésara. Az UbxLacZ kisérleti
rendszerben egyediil az engrailed PRE-t hasznaltak egyszeres kopiaszdmban a minimalis PRE
meghatarozasara (2. tablazat, 9. oldal). A bxd PRE esetén a tesztelendd fragmentumokat
tobbszords kopiaszamban épitették a tesztkonstrukcidba (Horard és mitsai.,, 2000), ezzel
nyilvanvaldan egy még inkdbb mesterséges ,,szabalyozoelemet” alkottak meg, amely nem
feltétleniil tiikkr6zi a valodi PRE természetét. Emiatt ezek a kisérletek a legidealisabb esetben is
csak a PRE-t alkotod kothelyek természetét, és nem a minimalis szdmat képesek meghatarozni.
A tobbszoros kopiaszdmmal probaltak kivédeni az adott kromatinkdrnyezet transzgenikus
inszertre gyakorolt hatasait. Ismert ugyanis, hogy a kiilonb6zé helyekre épiilt transzgének
kiilonbozoképpen viselkednek; ez a hatds anndl erésebb, minél kisebb a felhasznalt ,,PRE”-
fragmentum.

Két masik PRE-teszt a piros szemszinért felelds miniwhite riportergént hasznalja (2.
tablazat, 9. oldal). Ha egy PRE-t a miniwhite mellé helyeziink a konstrukcidban, ennek a feln6tt
legyek szemszinére nézve altaldban kétféle kovetkezménye van: a parosodasfiiggd inaktivacio
(PFI) (1. abra C) és a variegacio (Var). A parosodasfiiggd inaktivacid azt jelenti, hogy a PRE-t
hordoz¢ transzgénre homozigdta (két kopia) legyek szeme — a csokkent miniwhite-expresszid
miatt — vilagosabb szinfi, mint a heterozigotaké (egy kopia). Ugy gondoljak, ezt a jelenséget a
parosodd PRE-kon szervez6d6 magasabbrendii PcG komplexek okozzak. A variegdld szemben
nagyobb, piros és fehér szinli foltok véltogatjdk egymast, ami annak koszonhetd, hogy a
miniwhite riportergén véletlenszeriien csendesitve van bizonyos sejtvonalakban, méasokban pedig
nincs. A miniwhite-ra alapuld6 moddszerekkel tobbé-kevésbé azonosithatok a PRE-aktivitassal
rendelkezd DNS-szakaszok, azonban csak a csendesitOképesség ellendrizhetd velikk, a
mintazatfenntartd képesség nem, emiatt kevésbé szigortiak, mint a LacZ-teszt. Az eredményeket
megerdsiti, ha a géncsendesités PcG- ill. trxG-fiiggd: ekkor a tesztelt DNS-szakasz nagy
valoszinliséggel valoban tartalmaz olyan szekvencidkat, amelyek mindkét fehérjecsoportra

,,valaszolnak™.
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A sejtmemoria-modul (SMM; Cellular Memory Modul, CMM) tesztben csak a Fab-7
minimalis PRE/TRE-t vizsgaltdk (2. tdbldzat, 9. oldal). Ebben az esetben a tesztkonstrukcio
tartalmaz egy enhanszert, amely segitségével mesterségesen aktivalhatdo a miniwhite gén egy
rajta athalado, gyors transzkripcioval. Egy PRE/TRE jelenlétében ez a transzkripcid sok
sejtosztodason keresztiil fennmarad (Cavalli és Paro, 1998). A minimalis Fab-7 PRE/TRE képes
volt fenntartani a transzkripcidt ebben tesztben, a minimalis Fab-7-szakasz egy belsd, kisebb
darabja azonban mar nem.

A transzgenikus kornyezetben végzett PRE-vizsgalatokat sokszor kiegészitik még egy
modszerrel. Ha egy fragmentum a beépiilés helyén létrehoz egy ektopikus PcG-kotdhelyet a
politén kromoszoman (/. abra B, 10. oldal), ez azt jelenti, hogy a kérdéses szekvencia képes
specifikusan kolcsonhatni az adott PcG fehérjével. A 2. tablazat (9. oldal) mutatja, hogy a bxd és
Fab-7 PRE-k képesek ektopikus kotohely kialakitdsara, az engrailed PRE-t azonban nem
vizsgaltak ilyen szempontbdl.

A 2. tablazatban (9. oldal) lathat6 egy példa arra, hogy a transzgenikus PRE-tesztek
sokszor egymasnak ellentmond6 eredményeket adnak: Horard €s mtsai. (2000) kisérleteiben a
két legaktivabbnak talalt PRE-szakasz (BP ¢és PF) koziil a PF-fragmentum 4-szeres kopiaban
variegdlo szemszint okoz és ektopikus PcG-kotohelyként viselkedik, viszont nem képes a LacZ
megfeleld kifejez6dési mintdzatdnak fenntartdsdra. A PF-fragmentumot ellenanyaggal sem
tudtak precipitalni. Ezenkiviil egyetlen minimalis PRE-szakaszt sem vizsgéaltak meg minden
modszerrel; konnyen eléfordulhat, hogy ha ezt megtették volna, tovabbi ellentmondésokat is
felfedeztek volna. Részben emiatt és az alkalmazott mdodszerek hatranyossagai miatt nem biztos,
hogy valodi minimalis PRE-kat azonositottak a felsorolt kisérletekben. Igaz ugyan, hogy ezek a
kis DNS-szekvencidk mindannyian rendelkeznek PRE-szer(i tulajdonsdgokkal, amelyekkel mas,
velik szomszédos fragmentumok nem rendelkeznek. Ezen kisérleti megkdzelitésekkel
azonositani lehet a PRE-k helyét a DNS-szekvencidban, azonban nem alkalmasak annak a
kérdésnek a megvalaszoldsdra, hogy hogyan miikddnek a PRE-k az eredeti kromoszomalis
kornyezetiikben. A korabban alkalmazott kisérleti megkdzelitések hidnyossagai olyan méodszerek
kifejlesztésére sarkalltdk csoportunkat, amelyek lehetévé teszik a PRE/TRE-k ,,valosaghtibb”, in
situ tanulmanyozasat.

A PcG fehérjék PRE-khoz kotddése tesztelhetd sejttenyészetbdl, egész embriokbdl ill.

imagokorongokbdl szdrmazd sejtmagok formaldehiddel illetve UV-sugéarzassal torténd
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keresztkotésével is (Cao és mtsai., 2002; Kahn és mtsai., 2006; Orlando és mtsai., 1998; Strutt és
mtsai., 1997). Noha ezzel az in situ alkalmazhat6 modszerrel megerdsithetdk és kiegészithetdk a
transzgenikus PRE-tesztek eredményei, a PRE-k felépitését és miikodését nem tudtak felderiteni
vele. Kordbban a PRE-kat eredeti pozicidjukban szekvenciaszinten tanulméanyozni csak abban az
esetben lehetett, ha ,,véletleniil” rendelkezésre allt egy, a PRE-hoz nagyon kozel 1év6, mas
szabalyozoelemet nem érinté mozgd genetikai elem-beépiilés (Mihaly és mtsai., 1997). Egy ilyen
elem mobilizacidjaval, faradsagos munkaval lehetséges volt in situ PRE-deléciokat 1étrehozni. A
technika tovabbi hatranya, hogy a deléciok mérete nem tervezhetd. E kisérletsorozatbol és a PcG
mutaciok fenotipusaibol arra kovetkeztethetiink, hogy egy PRE 6nmagaban torténd eltdvolitasa
valosziniileg valamelyik homeotikus gén ektopikus kifejez0dését okozza. Ebbdl addédoan egy
vagy tobb szelvény a normalisan hatrébb talalhato testszelvényekre fog hasonlitani (poszterior
irany transzformacidk), azonban nem egyértelmii példaul, hogy mely szelvények lesznek
érintettek. A varhato fenotipus megitélésének tekintetében nem segit a néhany rendelkezésre
allo, PRE-t eltavolitd, tobb kb nagysagh delécié sem, mivel ezek a PRE-n kiviil mas szabalyozo
elemeket (pl. enhanszert, TRE-t) is eltavolitanak. Az egymastdl eltéré funkcioji
szabalyozoelemek sokszor tapasztalhato kozelségére példa, hogy a TRE-kat a PRE-k teriiletére
illetve azok kozelébe térképezték. SoOt, a legtobbet tanulmanyozott bxd PRE-ban 3 beékelddott
TRE-t talaltak. Emiatt nem meglepd, hogy a PRE/TRE-kat sokszor egyszertien PRE-nak (Chan
¢s mtsai., 1994) vagy sejtmemoria-modulnak (cellular memory module, CMM) (Cavalli és Paro,
1998) is nevezik. A TRE-khoz — melyeket a legtobb esetben tehat nem kiilonitettek el
szekvenciaszinten a PRE-kt6l — Trithorax csoportba tartozd transzkripcids aktivatorok kotnek,
igy a PRE/TRE régiok a homeotikus gének represszidja mellett azok aktivacidjahoz is
sziikségesek (Poux és mtsai., 2002; Tillib és mtsai., 1999). A TRE-k templatul szolgéalhatnak kis
nem kodold RNS-ek kdtddéséhez is, melyek Sanchez-Elsner €s mtsai. (2006) szerint homeotikus
gén aktivatorokat vonzanak a TRE-hoz. Mindezekbdl kdvetkezden lehetséges, hogy a PRE/TRE-
k kettds, egymassal ellentétes szerepiiket eddig ismeretlen modon, szorosan dsszehangolva toltik
be: egymas miikodésének helyi gatlasa révén egyes szelvényekben represszaljak, masokban
pedig aktivaljak a célgént. Hogy kozelebb keriiljiink a PRE-k (és TRE-k) miikddésének
megértésé¢hez, csoportunkban kidolgoztunk egy uj tipusi génkonverzion alapuld technikat,
amellyel végrehajtottuk a bxd PRE/TRE 3 kb nagysagu szakaszanak részletes in situ delécios

analizisét. Modszeriink tovabbfejlesztésével elemeztiik, hogy a transzgenikus kisérletek szerint a
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PRE-k felépitésében fontos kotohelyek eredeti kdrnyezetiilkben milyen mértékben jarulnak hozza

a bxd PRE mikodéséhez.

A PcG fehérjék és komplexek

Az elsé PcG mutéciokat, az extra sex comb-ot (esc) és a Polycomb-ot (Pc) az 1940-es
években azonositottak Drosophila-ban (1. tablazat, 5. oldal). Ahogy a neviik is sejteti, ezen
mutaciok kovetkeztében a him legyek 2. és 3. 1aban is szex fésiik (sex comb) fejlddnek szemben
a vad tipusu allattal, amely csak az 1. ldban hordozza ezeket a jegyeket. Hasonld fenotipusokat
tanulmanyozva genetikai kisérletekben megallapitottdk, hogy a PcG gének mutdnsai erdsitik
egymas homeotikus fenotipusat. Ezt igazoljdk azok az eredmények is, melyek szerint a PcG
fehérjék 3 kiilonbozdé fehérjekomplexbe rendezddnek: a PRCI1, a PRC2 és a PHORC
komplexekbe (/. tablazat, 5. oldal).

Az 1-2 mDa tomegli Drosophila PRC1 (Polycomb Repressing Complex 1) kodzponti
része €s ennek egér megfeleldje rekonstrudlhatd 4 fehérje [Polycomb (PC), Polyhomeotic (PH),
Posterior Sex Combs (PSC), Sex Combs Extra (SCE) vagy madasnéven RING] egyiittes
kifejeztetésével izeltlabu sejtekben (Francis és mtsai., 2001; Lavigne és mtsai., 2004). Fontos
megjegyezni, hogy ez a komplex bar képes gatolni a nukleoszoma-atrendezddést (remodeling) —
elsésorban a PSC-nek kdszonhetden — in vitro, nem koti jobban a PRE-kat, mint barmely mas
szekvencidt, vagyis nincs szekvencia-specifitisa. Az SCE/RING fehérjék ubiquitin-ligaz
aktivitasuk révén valoszinilileg ubiquitinalni képesek a 2A hisztont (H2Aubl) (Wang és mtsai.,
2004), ez a modositas pedig eldsegiti az inaktiv génekre jellemzé H3 hiszton 27. lizinjének
trimetilacigjat (H3K27me3) (Isd. PRC2 komplex). A 0-12 6rds Drosophila embriokbdl tisztitott
PRC1 komplex az emlitett komponenseken kiviil tartalmazza még a Zeste és a Sex Comb On
Midleg (SCM) fehérjéket, a HSC-4 chaperont, valamint jonéhany transzkripcios faktort is
(Saurin és mtsai., 2001). A zeste null mutansok életképesek és semmilyen PcG fenotipust nem
mutatnak (Goldberg és mtsai., 1989), ami arra utal, hogy in vivo a PRCI valosziniileg a Zeste
fehérje nélkiil is jol mikodik. Ezzel ellentétben az SCM egyértelmiien sziikséges a PcG-
kozvetitette géncsendesitéshez és stabilan integralodik a PRCI1 komplexbe rekonstiticios
kisérletekben, noha embrioban 4ltaldban nem a komplexben talalhaté meg (Peterson és mtsai.,

2004).
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Tobb csoportnak egymadstol fliggetleniil sikeriilt tisztitania a 600 kDa tomegii PRC2
komplexet Drosophila embriokbdl (Czermin és mtsai., 2002; Miiller és mtsai., 2002). Minden
esetben a komplex stabil komponensei voltak az ESC, az Enhancer of Zeste [E(Z)] és a
Suppressor of Zeste 12 [SU(Z)12] fehérjék. A tisztitds koriilményeitdl fiiggden ezekkel egyiitt
tisztitddtak mas jarulékos fehérjék is. A PRC2 komplex az E(Z) SET doménje segitségével képes
metilalni a H3 hiszton 9. és/vagy 27. lizin aminosavat. A PRC2 komplexek egy része tartalmazza
a Polycomb-like (PCL) fehérjét is, melynek funkcidja egyeldre ismeretlen (O'Connell és mtsai.,
2001, Tie és mtsai., 2003), viszont sziikséges a PcG-kozvetitette géncsendesitéshez. Ez a
komplex evolucids értelemben valdsziniileg dsibb, mint a PRCI, hiszen kdzponti fehérjéinek
homolédgjai megtalalhatok a novényekben és a C. elegansban is. Mindkét komplexre jellemzo,
hogy bar katalitikus aktivitasuk egy-egy adott alegységhez kothetd, megfelelden csak a teljesen
Osszeallt komplex forméjaban képesek miikodni (Miiller és Kassis, 2006).

A PHORC (PHO Repressive Complex) (Klymenko ¢és mtsai., 2006) egyszerre
rendelkezik szekvenciaspecifikus DNS-koté aktivitdssal (PHO alegység) és mono- illetve
dimetilalt hisztonfarkakat (H3K9mel, H3K9me2, H4K20mel, H4K20me2) kotd aktivitassal
(dSFMBT). A dSFMBT egy nemrégiben felfedezett PcG fehérje, amely elengedhetetlen a PcG-
kozvetitette géncsendesitéshez.

A PcG komplexek biokémiai tisztitdsdval azonosithaté az a minimalis fehérjekészlet,
amelyek egymadssal vagy a kromatin alkotoelemeivel erds kdlcsonhatasban allnak. A komplexek
tovabbi komponenseinek azonositidsara egy masik moddszer, a koimmunoprecipitaci6é alkalmas.
Egyre tobb adat mutat arra, hogy a komplexek miikodése €s Gsszetétele szovetenként (Otte €s
Kwaks, 2003) illletve célgénenként (Rastelli és mtsai., 1993; Strutt és mtsai., 1997) valtozhat.
Talan éppen a kiilonbozd kisérletekben azonositott jarulékos komplexalkotd fehérjéknek, ill.

genetikai interakciot mutatd egyéb PcG fehérjéknek koszonhetd ez a kiilonbség.

A TrxG komplexek legfontosabb tulajdonsagai

A trx gént — mint a homeotikus gének pozitiv szabalyozojat — Ed Lewis jellemezte
eldszor 1968-ban. Az 1980-as években tovabbi rxG mutaciokat fedeztek fel az extra szex fésii
(esc) fenotipus szupresszoraiként. Ugy tiinik, szdmos trxG fehérjének éltalanos transzkripcios
folyamatokban van szerepe (Collins és Treisman, 2000; Smith és mtsai., 2004) (/. tabldzat, 5.
oldal). Ez aldl kivételt képez a TRX és az ASH1 fehérje, amely specifikusan a PRE/TRE-knal
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tevékenykedik az epigenetikus génexpresszid-szabalyozdsban (Chinwalla ¢€s mtsai.,, 1995;
Rozovskaia és mtsai., 1999). Napjainkig 4 — kiilonbozé kromatinmddositoé tulajdonsdgokkal
rendelkez6 — TrxG komplexet tisztitottak Drosophila embridokbol (Simon és Tamkun, 2002) (/.
tablazat, 5. oldal).

A 2 mDa tomegli BRM komplex a Brahma (BRM), Moira (MOR) és OSA fehérjéken
kiviil még legalabb 4 jarulékos fehérjét tartalmaz. A BRM komplex nagymértékben hasonlo az
¢lesztOben talalhato SWI/SNF nukleoszéma-atrendezd (remodeling) komplexhez. Maga a BRM
fehérje ATP-azként miikkdve szolgaltatja az energiat a hisztonok mozgatasdhoz. Az emberben
tobb hasonlé komplexet azonositottak (Papoulas és mtsai., 1998). Drosophila-ban is két
kiilonbozo verzidja ismeretes ennek a komplexnek (Mohrmann és mtsai., 2004).

Az Absent, Small or Homeotic Discs 1 és 2 (ASHI1 és ASH2) fehérjéket tartalmazza két
masik TrxG komplex, melyek 2 mDa illetve 500 kDa tomegtiek. A negyedik az 1 mDa tomegi
TAC1 komplex, mely a TRX fehérjébol, a CBP (CREB binding protein) hiszton acetil-
transzferazbol és az Sbfl antifoszfatdzbol épiil fel. Az ASH1 és TRX SET doménje hiszton-
metiltranszferaz aktivitast kolcsondz ezeknek a fehérjéknek: elsésorban a H3 hiszton 4.
lizinjéhez (H3K4) kapcsolnak specifikus moédon metilcsoportot (Beisel és mtsai., 2002; Smith és

mtsai., 2004). A H3K4 metilaci6 az aktiv kromatinnal asszocialt.

Van-e a PRE/TRE-knak konszenzus szekvenciaja?

Mihaly és mtsai. jelentOs Iépéseket tettek a PRE-k szekvencaszinten torténd definidlasa
felé, hiszen elkészitették az elsd in situ PRE-deléciot (Mihaly és mitsai., 1997) és a kiilonb6zo
PRE-k szekvencia-Osszehasonlitasaival felfedezték a PRE-k egyik f6 ¢épitokovét, PHO-
kotohelyet (Mihaly és mtsai., 1998). Ha megvizsgaljuk, van-e valami k6z0s a minimalis PRE-
szekvencidkban, megéllapithatjuk, hogy meghatarozott tavolsdgokban PHO/PHOL-, Zeste- és
GAF/PSQ-kotohelyparokat tartalmaznak (2. dbra A,B,C). A tobbi potencialis PRE szekvencia-
elemzése kimutatta, hogy majdnem minden PRE tartalmaz a fent emlitett minden
motivumfajtabol legalabb egyet, a kotOhelyek szama és sorrendje azonban valtozéd (Ringrose és
mtsai., 2003). A kotdhelyek pontos elhelyezése valdszintileg fontos a kooperativ illetve
kompetitiv fehérje-kotések 1étrejottéhez. Erre utalnak a GAF és a PHO fehérjékkel végzett in

vitro kooperativ kotési kisérletek (Katsani és mtsai., 1999; Mahmoudi és mtsai., 2003). 5 bp
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A PRE/TRE-kban azonositott kétéhelyek D PRE/TRE-kban in silico azonositott kotéhelyek

“laabihad 1. (0.
B A Kétohelyek eléfordulésa egyéh ?MGTGVG GTG HIT : III.TMW
i

Spl/KLF
E A PHO-koétohely in vitro vizsgalata

bits.

oligonukleotid PHO-kotés

1 CACGGAAGCCATAACGGCAG
CGCAGCCATTATGGTGCGCG

3 ACGGTTAGCCATCTCGCTCG

4  CTCCGTCGCCATAACTGTCG

5 TAAAACGACCATTACGAACG

6

e

C A kotohelyek elofordulasa PRE/TRE-kban

TTATGAGGCCATCTCAGTCG
n AAAGGCAGCCATTTTCC

+ 4+ o+ o+ o+t

A
GCCATEAC

A TGATAAGGTCCATAATCTTCT
B TTGTTGCAACATCTATAAAAG
C CCTTCTTTGACATTTGCCGT

D AAAATGAGCCATAAAACCCCA
4mue TCCGTCGCACGAACTGTCG

2. abra A PRE/TRE-kban azonositott kotohelyek szekvencidja és a PRE/TRE-k
felépitésének valtozatossaga. (A) A PRE/TRE-k miikodésében fontos szerepet jatszo DNS-
motivumok (Ringrose és Paro, 2007). A GRH szamos kiilonb6z6 szekvencidhoz kotddik, az abra
a Blastydk és mtsai. altal leirt kotohelyet mutatja (Blastydk és mtsai., 2006). A DSP1 szintén
széles szekvenciaspecifitassal rendelkezik, az dbrdn Déjardin és mtsai. altal megadott kotdhely
lathato (Dé¢jardin €s mtsai., 2005). (B) Ezen kotéhelyek koziil sok fontos eleme PRE/TRE-k altal
szabalyozza (az upstream szabalyozoé régiobol 600 bp van feltlintetve). Ezek a rovid kotdhelyek
véletlenszerlien is megtalalhatdak barmely DNS-ben, igy példaul a bakteridlis LacZ génben is (a
kodolo régid elsé 600 bp-ja van feltiintetve) (Ringrose és Paro, 2007). (C) A PRE/TRE-k a
kotéhelyek kiilonb6z6 kombindcioit tartalmazzak: a motivumok szdma és sorrendje is valtozo.
Az éabra kb. 600 bp-nyi szakaszokat tiintet fel a kovetkez6 PRE/TRE-kbol: bxd és Fab-7
(bithorax komplex ), engrailed (en), vestigial (vg) és homothorax (hth). Sziirke téglalapok jelzik
az ismert minimalis PRE-kat (Brown és mtsai., 2005; Déjardin és mtsai., 2005). A bxd minimalis
PRE megfelel a Horard és mtsai. altal BP-nek nevezett fragmentumnak (Horard és mtsai., 2000).
A kornyezd szekvencidk is tartalmaznak kdotOhelycsoportokat, melyek az endogén
kromoszomalis kornyezetben szintén hozzéjarulhatnak a funkcidohoz. (D) A PRE/TRE-prediktalo
program altal meghatarozott kotohelyek (Ringrose €s mtsai., 2003). A konzervaltsag mértékét a
nukleotidok relativ magassaga jelzi. (E) Az EMSA technikaval meghatdrozott PHO-ko6téhelyek
nem minden esetben egyeztethetok Ossze az irodalomban altalanosan elfogadott konszenzus
PHO-kotéhellyel. A kozépen lathatd  konszenzus szekvencidt azon oligonukleotidok
Osszevetésével allapitottdk meg, amelyeket a legnagyobb affinitassal kotott a PHO (Fritsch és
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mtsai., 1999). (1-6. = a bxd PRE alfragmentumai; en = az engrailed PRE PHO-kotOhelyet
tartalmazo része; + = kotodik; - = nem kotodik)

elcsuszas egy adott kotéhelyet a DNS-hélix masik oldalara helyezne at, amely valdsziniileg
drasztikusan megvaltoztatna a kotohely hozzaférhetdségét a kromatinban.

Osszefoglalva: korabbi tesztekben meghatarozott barmely PRE-szekvenciat is vessziik
alapul, BLAST tipust homoldgiakereséssel nem lehetséges megtalalni més PRE-kat a légy
genomjaban. A PRE-knak tehdt nincs a klasszikus értelemben vett, bevalt modszerekkel
meghatarozhatd konszenzus szekvencidja, ami megneheziti a vizsgalatukat. Az ismert PRE-k
tanulmanyozasaval €s in silico tesztelésével megalkottak a PRE-prediktald programot (Ringrose
¢s mtsai., 2003). A programmal bizonyitottdk, hogy a GAF/PSQ, a Zeste és a PHO/PHOL DNS-
kotd faktorok kotohelyeinek megfeleld kozelségben és szdmban torténd elhelyezése in silico
elegendo feltétele annak, hogy megtaldljanak tobb, mar ismert PRE-t a genomban. A vizsgalatot
kiterjesztve az egész genomra szamos potencialis PRE-t prediktaltak, melyek méretiiket tekintve
500-900 bp hosszunak adodtak. Ezeket illetve az ismert PRE-kat tanulmanyozva megéallapitottak,
hogy a fent emlitetteken kiviil sokszor tartalmaznak még harom tovabbi jellemzd szekvencia-
motivumot is (2. abra D). E hdrom motivum gyakori eléforduldsat a BX-C-ben leirta egy masik
kutatdcsoport (Lewis €és mtsai., 1995) is kordbban, igaz, a PRE-k miikddésében betdltott
szerepik mindmaig tisztazatlan maradt. A Drosophila genom microarray technika kifejlesztése
ugyanakkor lehetdvé tette a PcG fehérjék kotddésének kisérletes vizsgalatat is a teljes genom
szintjén (Negre és mtsai., 2006; Schwartz ¢és mtsai.,, 2006; Tolhuis és mtsai., 2006). Ezen
vizsgalatok eredményei — mivel kiilonb6z6 szoveteket feldolgozo kisérletekbdl szarmaznak —
kozvetleniil nem hasonlithatok Ossze, viszont barmelyiket is nézziik, nagyon korlatozott atfedést
talalunk a ChiP-on-chip erdemények és az in silico prediktalt PcG-kotohelyek kozott. Egy 2005-
ben megjelent kozlemény szerint a PRE-kban megtalalhat6 GAAAA kotdhelyhez — amely a fent
emlitett harom addicionalis motivum egyikének egy valtozata (2. abra D/D) — specifikusan
kotédik a DSP1 fehérje, és ez a kotés vonzza a PRE-hoz a PHO-t és a tobbi PcG fehérjét
(Déjardin és mtsai., 2005). Ez a munka elegans megoldést adhatott volna arra a kérdésre, hogy a
PHO/PHO-like- ¢s GAF/PSQ-kdtohelyeken kiviil még milyen szekvenciaelemek sziikségesek
egy PRE létrehozasdhoz, illetve ezekhez milyen transz faktorok kotddnek, ha nem mondana
ellent tobb kisérleti adatnak is. A DSP1 fehérje DNS-kot6 doménjét ugyanis két high mobility
group (HMG) régio alkotja, amelyrdl kimutattdk, hogy szekvenciaspecifitas nélkiil kotddik a
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DNS kis arkaban (Thomas és Travers, 2001). Ezenkiviil a dsp/ homozigdta null muténs
¢életképes, fertilis és nem derepresszalt a Hox gének kifejezddése benne, sot, gyenge trxG

fenotipust mutat (Decoville és mtsai., 2001).

Mit tudunk a PRE/TRE-Kk mikodésérol?

A tobb évtizedes kutatomunka €és az altala feltart tekintélyes informacidémennyiség
ellenére ma sem vilagos, a PcG/TrxG-rendszer hogyan szabalyozza a géneket. Segit a
tajékozodasban, ha sorba vessziik azt a 4 feladatot, amelyet a rendszernek teljesitenie kell.
Paradox modon ahhoz, hogy betekintést nyerhessiink a sejtmemoria molekularis
mechanizmusaiba, olyan megkdzelitéseket kell alkalmaznunk — legaldbbis egyeldre —, amelyek
kevéssé veszik figyelembe, hogy a PcG komplexek kiillonb6z6 dsszetételiiek az egyes célgének
esetén (Rastelli €s mtsai., 1993; Strutt és Paro, 1997), s6t a PcG fehérjék kifejez6dési mintazata
szovetenként és egyedfejlodési stadiumonként is (Furuyama és mtsai., 2003; Otte és Kwaks,
2003; Sewalt és mtsai., 2004) valtozik.

Eldszor is ahhoz, hogy a PcG ¢s TrxG fehérjék betolthessék fenntartd funkcidjukat, meg
kell talalniuk a szabalyozand6 géneket a PRE-khoz vald kotddésen keresztiil. E problémakor
megkozelitésére végeztek olyan kisérleteket, amelyekben a PC és a TRX fehérjék kotodését
vizsgaltdk a BX-C-ben (Orlando és mtsai., 1998). Megallapitottak, hogy az embriogenezis els6 5
orajaban — kortilbeliil a szegmentécios géntermékek megjelenésével egyidében — ezek a fehérjék
erdteljesen kotédnek a PRE/TRE-khoz. Van egy olyan PcG fehérje (ESC), amely csak az
oogenezis sordn ¢€s az egyedfejlodés elsé 4 ordjaban fejezddik ki (Poux és mtsai., 2001), ezért
valdszintileg szerepe van a PcG/TrxG-rendszerre torténd ,,atkapcsolasban”. Korai embrionalis
kivonatbol a PC koimmunoprecipitalodik az ESC, az E(Z) ¢és a PHO fehérjékkel, de a PH, PSC
és GAF fehérjékkel nem. Vajon hogyan tdltddnek fel a PRE/TRE-k PcG és TrxG fehérjékkel
ebben a korai stddiumban? Tudjuk, hogy az eredeti kornyezetiikbdl eltavolitott transzgén
PRE/TRE-kon miikodoképes PcG/TrxG komplexek képesek szervezddni (Americo és mtsai.,
2002; D¢jardin és Cavalli, 2004; Horard és mtsai., 2000), tehat a valasz ezen DNS-szakaszok
szekvencidjaban ill. az azt specifikusan kotd fehérjékben keresend6 (2. abra, 17. oldal).

Mi horgonyozhatja le a PcG komplexeket a PRE-khoz? Két PcG fehérje ismert, amely
szekvenciaspecifikus modon kotédik a PRE-khoz: a PHO és a PHOL. Kotéhelyeik jelenléte
elengedhetetleniil sziikséges a PRE-kozvetitette represszidohoz (Fritsch és mtsai., 1999). A PHO
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¢s a PHOL redunddns modon hatnak, de ha mindkét fehérjét eltavolitjuk, a Hox gének erdsen
derepresszalodnak (Brown és mtsai.,, 2003; Klymenko és mtsai, 2006). Ha a PHO PC-
interakcids doménjét mesterségesen odakotik a riportergénhez, Osszeszerelddik a csendesitd
komplex (Mohd-Sarip és mtsai., 2002). Erdekes médon a PC, PH, PSC és a SU(Z) teljes fehérjék
is mind képesek erre hasonl6 kisérletekben (Poux és mtsai., 2001). Ezenkiviil a PHO (de nem a
PHOL) PC-interakcios doménjén keresztiil képes kotddni az E(Z)-hez is in vitro kisérletekben
(Wang és mtsai., 2004). Ugyanezen szerzék a PcG komplexek hierarchikus 6sszeszerelddésére
felallitottak egy modellt tenyésztett sejtekbdl végzett kromatin-immunoprecipitacid segitségével.
Eszerint a PHO az E(Z)-vel egylittmiikddve vonzza a PC-t a bxd PRE-hoz, ugyanakkor a PC az
Ubx promoterhez is kotddik, de a masik két fehérjétdl fliggetelniil. A tenyésztett sejtekben zajlo
folyamatok azoban nem feleltethetok meg egyértelmiien egyik vad tipustt Drosophila szovetnek
sem, erre mutatnak azok az eredmények is, melyek szerint az elézében a PHOL-nak nincs
szerepe, az utdbbiban viszont van. Ugyanis harmadik stadiumu larvakbol szarmazo6 pho/pho-like
mutans imagokorongokban sem a promoteren, sem a bxd PRE-n nem tapasztaltak PC- vagy
E(Z)-kotést, mig az egyszeres mutansokban mindkét fehérje normalisan kotodik. Az
imagokorongokban ez a redundancia az egyedfejlodés egy késoi szakaszaban johet 1étre, és talan
az embrionalis szovetekre — melyekbdl a tenyésztett sejtek szarmaznak — nem jellemz6. Ha a
tenyésztett sejtek valoban tiikrozik az embridban zajlé folyamatokat, akkor ugy tlinik, hogy a
PHO — ¢és nem a PHO-like — sziikséges a PC PRE-hoz vonzéasahoz, a promoéterhez viszont mas
mechanizmus szerint kotédik a PC. Ujabb eredmények szerint a PHO és a PRC1 kooperativ
modon segitik egymas PRE-hoz vald kotddését; ebben a folyamatban PHO meghajlitja a DNS-t
(Mohd-Sarip és mtsai., 2005).

A Trl gén altal kddolt GAF tenyésztett sejtekben kolokalizalodik a PcG fehérjékkel a
PRE-knal (Strutt és mtsai., 1997), és embrionalis kivonatokbol koimmunoprecipitalhatdo a PC
fehérjével (Horard és mtsai., 2000). Tobb transzgenikus tanulméany mutat ra tovabba arra, hogy a
GAF sziikséges a riportergén represszidjahoz (Hagstrom €s mtsai., 1997; Hodgson és mtsai.,
2001; Horard és mtsai., 2000). Ennek meglehetdsen ellentmond egy masik kisérlet, amely szerint
a (GA)n kotohelyek elrontdsa nem vezet transzkripcids valtozashoz (Brown és mtsai., 2003). A
GAF szerepét a PRE-miikodésben megkérddjelezi az is, hogy az imagdkorongokban lokalisan
l1étrehozott Trl mutacid nem befolyasolja a homeotikus génexpresszidt (Bejarano és Busturia,

2004; Brown és mtsai., 2003). A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy kimutattdk, a GAF sziikséges

23



a homeotikus gének megfeleld aktivacidjdhoz embrionalis korban (Bejarano €és Busturia, 2004).
Genetikai értelemben a GAF — a homeotikus gének kozotti bonyolult keresztszabalyozasi
mechanizmusok miatt — lehet a PcG és a trxG fenotipusok erdsitdje is egyszerre (Kennison,
2004), ezért érzékelhetd egyszer aktivatorként, masszor represszorként. A folyamat molekularis
hatterére utal az az in vitro adat, mely szerint a GAF képes eldsegiteni a fehérjék kromatinba
csomagolt DNS-hez val6d hozzajutasat (Becker, 1995), vagyis lehetdvé teheti a PcG (Mahmoudi
¢s mtsai., 2003; Mulholland és mtsai., 2003) és TrxG (Déjardin és Cavalli, 2004; Poux €s mtsai.,
2002) fehérjék PRE/TRE-khoz vald hozzaférését. Nem tisztazott tehat, hogy a GAF a kezdeti
feltoltokomplex részét képezi vagy késobb vesz részt az aktivald/csendesité folyamatban. Van
azonban egy olyan DNS-koté fehérje (PSQ), amelynek szekvencia-specifitasa azonos a GAF-
éval, és egyiitt tisztul az egyik PcG komplexszel (Huang és Chang, 2004; Huang és mtsai.,
2002). A PSQ PRE-k kozvetitette géncsendesitésben betoltott szerepére utal az is, hogy
genetikailag a ph és a Pc fenotipusok erdsitdjeként viselkedik (Hodgson €s mtsai., 2001; Huang
¢s mtsai., 2002). Mivel a PSQ szekvenciaspecifitasa megegyezik a GAF-éval (2. abra A4, 17.
oldal), lehetséges, hogy a GAF ¢és a PSQ kooperalnak vagy kompetalnak ugyanazon kotohelyek
megszerzéséért; ez egyben magyarazatot adhat a GAF-ral kapcsolatos ellentmondasos adatokra
is (Hodgson és mtsai., 2001).

A Zeste fehérje kotohelyeit (2. abra A, 17. oldal) szintén megtalalhatjuk a PRE/TRE-
szekvencidkban. Az oOriaskromoszéman tobb mint 60 helyen kotddik, ebbdl 53 esetben
kolokalizalodik a PcG fehérjékkel (Rastelli és mtsai., 1993). A Zeste egyiitt tisztitodik egy PcG
komplexszel (Saurin €s mtsai., 2001), valamint hozzaadva a rekonstrualt PRC1 komplexhez,
elésegiti annak Zeste kotohelyeket tartalmazo kromatintemplathoz val6d kotdédését (Mulholland
és mtsai., 2003). Az irodalomban — a GAF-hoz hasonléan — meglehetdsen ellentmondasos
adatokat talalhatunk a Zeste szerepére vonatkozoan: egyes szerzok szerint aktivald (Déjardin és
Cavalli, 2004; Laney ¢s Biggin, 1997), masok szerint represszald (Hur és mtsai., 2002) hatasa
van. Ezen eredmények értékelésekor figyelembe kell venniink, hogy az fs(1)h gén altal kodolt
FSH-S-rdl kimutattak: specifikusan kotédik az Ubx proximalis promoéterében talalhatd Zeste-
kotéhelyekhez, és —a TRX és ASHI fehérjékkel egyiittmiikodve — fontos szerepet jatszik az Ubx
aktivacidjaban (Chang és mtsai., 2007).

A Grainyhead (Grh) vagy mas néven Neuronal Transcription Factor 1 (NTF-1) kotéhelye

(2. abra A, 17. oldal) nem esszencialis, de jelenléte jobb represszorra teszi a PRE-t (Blastyak és

24



mtsai., 2006). Ez annak koszonhetd, hogy mind a PHO, mind a Grh a masik jelenlétében
nagyobb affinitassal kot a sajat kotOhelyéhez. A homozigdta gri mutacié letdlis, az ilyen
embriok Ubx kifejezddési mintadzata azonban normalis (Bray és Kafatos, 1991), valamint a
feln6tt allat epidermiszén létrehozott mutans grsz klonok sem mutatnak homeotikus
transzformaciokat (Lee és Adler, 2004).

Vilagos tehat, hogy a PHO-kotOhelyeken kiviil més DNS-elemekre is sziikség van egy
PRE létrehozasahoz, azonban az ezeken keresztiil hato transzhatdst faktorokat még nem sikertiilt
egyértelmiien azonositani. Tobb esetben lattuk, hogy a rendszerre nagyfoki redundancia
jellemzd: tobb fehérjét kellene eltavolitani egyszerre ahhoz, hogy pontos szerepiiket vizsgalni
lehessen. Ezenkiviil lehetnek még eddig felfedezetlen — redundans vagy nem redundéans — DNS-
kotd faktorok is. A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a PRE/TRE-kra jellemzd kotOhelyeknek
nemcsak a szama ¢€s sorrendje, de szekvencidja is nagy valtozatossagot mutat (2. abra A, E, 17.
oldal)

A PcG fehérjék kotésén kiviil szintén fontos feladat egy ,.elkotelezetlen” PRE/TRE
szamara az Ot tartalmazd cisz-regulator — gap és pair-rule géntermékek altal eldzdleg
finomhangolt — allapotanak érzékelése. Transzgenikus kisérletekbdl tigy tlinik, hogy a PRE/TRE
alapértelmezett miikodési modja a csendesités (Sengupta és mtsai., 2004). Ha azonban a TRX ¢és
ASHI1 TrxG fehérjék ,,szinre 1épnek”, a célgén aktivalodik (Klymenko és Miiller, 2004). Ez
alapjan a probléma lesziikithetd arra a kérdésre, hogy a promoter aktivacidja hogyan fligg 6ssze a
TRX ¢és az ASHI kotddésével. Kromatin-immunoprecipitacioval kimutattdk, hogy a TRX
atmenetileg kotddik a BX-C-ben taldlhatd mindhdrom homeotikus gén promoteréhez az
embriondlis fejlédés 2-5. ordjaban. A PC egy kicsit kés6bb, az embriogenezis 5-8. ordjdban
kapcsolodik a promoterhez, és a késobbi egyedfejlodés soran végig ott marad (Orlando és mtsai.,
1998). A folyamatot a promoternél taldlhaté PRE/TRE-szeri szekvencidk kozvetleniil is
medialhatjak, azonban a mechanizmus — mint ahogy fentebb a PC esetén mar lattuk — kiilonb6z6
lehet a ,,valodi” PRE/TRE-khoz képest. Ezek az egész embriokon végzett kisérletek nem tudnak
kiilonbséget tenni az aktiv és inaktiv promoterek kozott, azonban rdmutatnak, hogy a korai
promoter-TrxG/PcG kolcsonhatasok 1éteznek €s dinamikusan valtoznak, stabilld csak a ,,germ-
band extension” stadiumban (5-8. 6ra) valnak, amikortol a PcG/TrxG-rendszernek 6nalléan kell
fenntartani a célgének megfeleld transzkripcios mintazatat. Erdekes modon a TRX akkor kotédik

atmenetileg a promoterhez, amikor a homeotikus transzkripcio is beallitodik. Lehetséges, hogy
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ez a fehérje valahogyan képes ,leolvasni” a promoter allapotat €és hiszton-metiltranszferaz
aktivitdsa (Smith és mtsai., 2004) révén megjeldlni azt egy ,,aktiv’ metilacios koddal (H3K4)
azért, hogy megvédje a PcG inaktivald hatasatol. 2007-ben Chang és mtsai. egy érdekes
»lancszemet” tartak fel a folyamatban: az FSH-S fehérje az Ubx promoterében talalhatd
Zeste/FSH-S-kotohelyekhez kapcsolodva eldsegiti a célgén aktivacidjat. Tobb jel utal arra, hogy
a tavoli PRE/TRE-kal val6 kapcsolat megteremtésében ez a fehérje kulcsszerepld. Valdszintileg
kozvetve vagy kozvetleniil kapcsolodik a TRX és ASH1 fehérjékhez, valamint Ser/Thr-kindz
aktivitasa ¢€s acetilalt hisztonokhoz torténd kotddése révén tovabbitja a ,jelet” a cisz-
regulatorokrél a promoterhez kotddo faktorok fel¢ (Chang és mtsai., 2007).

A masik korai esemény, amely kapcsolatot teremthet promoter és a PRE/TRE-kon kotott
fehérjék kozott, az maga a nem kodoldé RNS-ek atirodasa a PRE/TRE-krol. Megfigyelték
ugyanis, hogy minden egyes PRE/TRE 4tirodik pontosan abban az idOben és abban a
paraszelvény-specifikus (Isd. FUGGELEK) mintazatban, ahogyan az altala szabalyozott
homeotikus gén is (Rank és mtsai., 2002). Tobb kisérletben is kimutattdk, hogy a BX-C-ben
talalhato PRE/TRE-k ektopikus atirasa aktivalja a TRE-kat, ami a célgén ektopikus aktivaciojat
¢s kovetkezésképpen homeotikus fenotipusok kialakuldsat eredményezi (Bender és Fitzgerald,
2002; Hogga és Karch, 2002). Nem vilagos, hogy vajon ez a tulajdonsag minden PRE-ra igaz-e.
Annyi bizonyos, hogy az aktivaciéo nem annak az eredménye, hogy a transzkripcio kovetkeztében
a PcG fehérjék lelokddnek vagy nem férnek hozza a PRE-hoz, hiszen a célgénnek az aktiv és a
represszalt allapotdban is folyamatosan kétddnek a PRE-hoz (Papp és Miiller, 2006).

A PcG/TrxG-rendszer tovabbi feladata az aktiv vagy represszalt allapot stabil fenntartésa.
A PcG fehérjék ugy tlinik, a transzkripcids folyamat tobb 1épésére is hatdssal vannak. Drosophila
sejtkulturdban példaul a tanszkripcios faktorok kotddnek a promoterhez (Breiling és mtsai.,
2001) és a PcG fehérjékhez (Saurin és mtsai., 2001) akkor is, ha az altaluk szabalyozott gén
represszalt allapotban van. Mivel a SET domént tartalmazd metiltranszferazok és a RING
motivumot hordozo fehérjék a hisztonokon kiviil mas fehérjéket is képesek modositani,
valészintinek tlinik, hogy ily mddon a transzkripcids apparatus tobb komponensét is blokkoljak
(Chuikov ¢és mtsai., 2004; Kagey és mtsai., 2003; Su és mtsai., 2005). Masrészt a PcG hatassal
lehet magéra a polimerazra is: ha egy PRE-t egy hdsokk-promoter altal vezérelt riportergén
mellé épitenek, a gén represszalodik. A transzkripcids faktorok és a polimeraz is kimutathatok a

promoteren, viszont az enzim képtelen szétvalasztani a DNS két szalat, a transzkripcié nem tud
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elindulni (Dellino és mtsai.,, 2004). A hdsokk-promdter azonban specidlis eset is lehet,
mindenképpen ellendrizni kell, hogy ez a mechanizmus érvényes-e endogén célgénekre is.

Miutan felfedezték, hogy az PRC2 komplex metildlja a H3 hiszton 9. és 27. lizinjét (Cao
¢s mtsai., 2002; Czermin ¢s mtsai., 2002; Kuzmichev ¢és mtsai., 2002; Miiller és mtsai., 2002),
kimutattdk, hogy a PC kromodoménje in vitro mindkét metilalt hisztonfarkat koti, az utobbit
nagyobb affinitdssal (Fischle és mitsai., 2003). Az E(Z) metiltranszferaz aktivitasarol
bizonyitottak tovabba, hogy az imagodkorongokban sziikséges a homeotikus gének megfeleld
repressziojahoz. Ezek a megfigyelések és az, hogy a metilacios jelek kolokalizalédnak a PC-vel
a politén kromoszoman elvezettek ahhoz a modellhez, mely szerint a H3K27 és/vagy a H3K9
metilacios jelek egyfajta jelzérendszerként miikddnek, melyek a megfeleld helyekre irdnyitjak a
PC-t (Fischle és mtsai., 2003; Lachner és mtsai., 2003). Ez a modell azonban egyben azt is
jelentené, hogy az E(Z)-nek még a korai embriogenezis sordan konstitutivan kotédo PC elott
kotédnie és metilalnia kellene a megfelelé hisztonokat. A modellnek ellentmond az a
megfigyelés is, mely szerint a PC a promoterhez az E(Z) nélkiil kotddik. Ekkor nyertek igazi
értelmet az 1990-es évek kdzepén végzett elegans kisérletek eredményei, melyek bizonyitottak: a
metilacios jelek nem hatirozzak meg egyértelmii modon sem a PcG, sem a HPI
(Heterochromatin Protein 1) fehérje (Fischle és mtsai., 2003) eloszlasat. A HP1 a centromerikus
heterokromatinban helyezkedik el, ahol gyakori a H3K9-metilacio, és ritka a H3K27-metilécio.
Létrehoztak egy kiméra fehérjét, amelyben a HP1 kromodoménjét kicserélték a PC
kromodoménjére. A hibrid fehérje a centromerikus heterokromatinhoz €s az eukromatikus PC-
kotéhelyekekhez is kapcsolodott. S6t endogén PcG fehérjéket vonzott a heterokromatinhoz
(Platero és mtsai., 1996), és endogén HP1 fehérjéket vitt a PC-helyekhez (Platero és mtsai.,
1995). A H3K27-metilacié és a PC-kotddés kozotti egyszerti dsszefligést cafolja az a tény is,
hogy az inaktiv X kromoszomara erdsen jellemz6 a H3K27 metilacid, mégsem mutathato ki rajta
a PC (Plath és mtsai., 2003; Sewalt és mtsai., 2004). Egyértelmiivé valt a kép, amikor kvantitativ
ChIP kisérletekkel bizonyitottak, hogy a PcG komplexeket kotd PRE-kat nem is boritjak
nukleoszomak, csak a szomszédos szakaszokat (Papp és Miiller, 2006). Mohd-Sarip és mtsai.
kimutattak tovabba, hogy a PHO ¢és a PRCI1 kolcsondsen egyiittmiikddve alkotnak komplexet
hisztonmentes, PRE-t tartalmazé DNS-templaton (Mohd-Sarip és mtsai., 2005).

Vajon akkor mi lehet a szerepe a lizinmetilacionak a represszioban? Erdekes modon az

E(Z) kiiktatasaval a H3K27-metilaci6 és a PC-kotodés tovabb fennmarad az Ubx promoternél,
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mint a bxd PRE-nal (Wang és mtsai., 2004). Tehat valoszinlileg a metilacio mértéke és/vagy a
PC-kotés erdssége kiilonboz6 a két helyen ill. kdrnyékén. A stabil metilalt hisztonhoz gyenge
affinitassal kotodik a PC-kromodomén, ez finom kinetikai szabalyozéasra adhat lehetdséget: a
stabil metilacios jel dinamikus, regulalhatdé modon olvashato le (Fischle és mtsai., 2003). A mar
emlitett kvantitativ ChIP kisérletekben kimutattak, hogy a H3K27me3 hisztonmddositas — egyfitt
a H3K9me3 ¢és H4K20me3 modositasokkal — végig megtalalhatd az inaktiv Ubx upstream
szabalyozo-, promoter- és kodolo régidjanal (Papp és Miiller, 2006). Ezzel szemben, ha az Ubx
bekapcsolt allapotban van, a fenti mddositast csak az upstream szabalyozo-régional talaltdk meg.
Ez a felfedezés adta az Gtletet a modell megalkotdsdhoz, mely szerint a metil-lizin-koté fehérjék
— a PC és a dSFMBT - kulcsfontossaguak az inaktiv kromatindomének fenntartdsa szempont-
jabol. Szekvenciaspecifikus DNS-kotd fehérjék altal a PRE-khoz horgonyzddva a PC és a
dSFMBT folyamatosan ,,figyeli” a kdrnyez6 kromatin metilaltsagi allapotat, és oda kotddik, ahol
az altala felismert modositasok megtaldlhatok. Ezzel a tobbi PcG fehérjét is ,,végigviszi” a
felismert kromatindoménen, ahol a PRC2-nek lehetdsége nyilik trimetilalni a H3K27-t, a PRC1-
nek pedig megakaddlyozni a nukleoszomak atrendezédését (Miiller és Kassis, 2006). Eddigi
tudasunk alapjan tehat a PRE/TRE-k alapértelmezett miikodése a csendesités, melynek
folyamata a hisztonok megfeleld kromatindoménben torténd specifikus moddositdsai mellett
magaban foglalja a PRE-PcG ¢és promoter-PcG kozotti specifikus kolcsonhatasokat is, nem
vildgos azonban, hogy a géncsendesitésnek melyik esemény az oka és melyik a kdvetkezménye.
Hogyan torténik az aktiv allapot fenntartdsa? Ha egyszer aktivalodott, egy PRE/TRE t6bb
sejtgeneracion keresztiil fenntartja ezt az allapotot (Cavalli és Paro, 1998). Molekuléris szinten a
TRX és ASH1 hiszton-metiltranszferazok, a nukleoszéma-atrendezé6 BRM komplex, a Zeste €s a
dCBP kotddnek specifikusan az aktiv TRE-hoz vagy a megfeleld promoterhez (Beisel és mtsai.,
2002; Dé¢jardin és Cavalli, 2004). Ebben az esetben sem ismert az események sorrendje. A BRM
sokkal tobb helyen kotédik az oriaskromoszoéman, mint a TRX, a Zeste vagy az ASHI,
megerdsitve a BRM transzkripcio-aktivacioban betoltott altalanos szerepét (Corona és mitsai.,
2004). A Zeste aktivaciot kovetden kotddik a PRE/TRE-hoz, amelyet a BRM kotodése kovet
(Déjardin és Cavalli, 2004; Kal és mtsai., 2000). Ahogy a PcG komplexek a PRE-khoz, a TRX is
konstitutivan kotédik a TRE-khoz filiggetleniil attdl, hogy a célgén aktiv vagy represszalt
(Chinwalla és mtsai., 1995; Kahn és mtsai., 2006; Papp és Miiller, 2006). Habar a TRX és az

ASH1 kotédési mintazata a politén kromoszomén kiilonbozd, biokémiai szempontbdl pedig
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kiilonb6z6 komplexek alkotdelemei, mégis egylittmiikddnek, bar valdsziniileg csak bizonyos
l6kuszoknal. A TRX kotdédése genetikailag ashl-fiiggd, embriondlis kivonatbol
koimmunoprecipitalédnak, valamint mindkettd kotédik a bxd PRE/TRE régidhoz in vivo
(Rozovskaia és mtsai., 1999). Genetikailag az ASH1 és a TRX nem redundans funkcigjak,
hiszen barmelyik hidnya az Ubx-expresszié dramai csokkenéséhez vezet, amely a PcG
fehérjéknek koszonhetd (Klymenko és Miiller, 2004). Ez fontos eredmény, mert megmutatja,
hogy a PcG visszadllitja a represszalt allapotot, hacsak a TRX vagy az ASH1 fehérjék ott
nincsenek és nem akadalyozzédk meg. PcG/trxG kétszeres mutans embriokban az Ubx a normalis
expresszids doménjén kiviil is kifejezddik, ami azt jelenti, hogy az Ubx de novo aktivacidjdhoz
nincs sziikség TRX és ASH1 fehérjékre. A szerzok arra kovetkeztetnek, hogy e két fehérje nem
transzkripcids koaktivatorként miikodik — ahogy azt kordbban feltételezték —, hanem
antirepresszorként, melyre folyamatosan sziikség van az egyedfejlédés soran, hogy ellenstulyozza
a PcG csendesitd hatasat. Ezt megerdsitette egy ChIP kisérlet is, mely szerint az ASH1 aktiv Ubx
génhez torténd kotddése megakadalyozza a PRC2-t az Ubx prométerénél és kodold régidjanal
talalhato nukleoszomak metildlasaban (Papp és Miiller, 2006).

Az epigenetikus regulaci6 talan a legizgalmasabb kérdéseket felvetd tulajdonsaga, hogy
képes ,,talélni” a mitdzist. Jelenleg messze allunk attol, hogy megvalaszolhassuk, a DNS-
replikaciot és sejtosztodast kisérd drasztikus kromatinszerkezeti atrendezédéseket kovetden
honnan tudjédk a PcG és TrxG fehérjék, hogy melyik PRE/TRE-nak kell aktivnak és melyiknek
inaktivnak lennie. Ugyanis a PcG fehérjék Drosophila-ban és emldsben nagyrészt disszocidlnak
a mitotikus kromoszémakrol (Buchenau és mtsai., 1998; Miyagishima és mtsai., 2003). A TrxG
fehérjékkel kapcsolatban nem végeztek hasonld kisérleteket. Ha az embriogenezis soran
aktivalodik egy PRE/TRE, ,elfelejti”, hogy valaha inaktiv volt és folyamatosan fenntartja a
transzkripciot. Ha viszont ugyanez a PRE/TRE késdi larva stddiumban aktivalodik, emlékszik az
eredeti represszalt allapotara, melybe tobb sejtosztodas utan visszatér (Beuchle és mtsai., 2001;
Ringrose és Paro, 2001). Vagyis a PRE/TRE valamikor a korai embriogenezist kovetden kap egy
inaktivald jelolést, amely — kezdeti aktivald jel hidnydban — sok sejtosztédason keresztiil
megdrzddik. Az inaktivacié az egyedfejlodés elérehaladtaval stabilla valik, melynek hatterében a
PcG ¢és TrxG fehérjék kifejezodésének illetve aktivitasanak fejlddésspecifikus szabalyozasa
allhat (Furuyama és mtsai,, 2003; Sewalt és mtsai., 2004). Késébbi staddiumokban az

aktivitasi/inaktivitasi jel a hisztonok lizin csoportjainak metilacidja lehet. Replikaciot kdvetden a
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metilalt hisztonok egyenlden oszlanak el az utddszalak kozott, ez helyi jelként szolgalhat az dket
hordoz6 DNS-szakasz ,(feladatara” vonatkozoéan. Emellett azonban magukra a PRE/TRE-
szekvencidkra is sziikség van ahhoz, hogy az inaktiv allapot megdrzddjon: ugyanis ha egy
inaktiv PRE/TRE-t mesterségesen eltavolitanak, a represszalt allapot gyorsan megsziinik
(Busturia és mtsai., 1997; Sengupta és mtsai., 2004).

A PcG ¢és TrxG fehérjék tehat stabil, de nem statikus modon Orzik meg célgénjeik
transzkripcios allapotat a sejtosztddasok soran. A tény, hogy az RNS-polimeraz (Dellino és
mtsai., 2004) és kiilonboz6d altalanos transzkripcids faktorok (Breiling és mtsai.,, 2001) a
represszalt promotereknél is megtaldlhatok, valamint a PcG és TrxG kozott észlelt kompeticio
(Klymenko és Miiller, 2004) mind arra utalnak, hogy a PcG és TrxG fehérjék dinamikusan
valtozo, egymassal egyensulyban 1évé komplexek formajaban kdtddnek célgénjeikhez. A helyzet
hasonlé a HP1 esetéhez, amely allandéan mozog egy adott stabil heterokromatin-doménen beliil
(Cheutin és mtsai.,, 2004; Ficz és mtsai., 2005). Igy a PcG/TrxG-rendszer nemcsak a
transzkripcidos memoriat biztositja, hanem megengedi a masik allapotba torténd atkapcsolast is.
Elméletben ez a dinamikus egyensuly lehetdvé teszi a két sz€lsé — a bekapcsolt és kikapcsolt —
allapot kozotti finomhangolast is. Erre utalnak azok a megfigyelések is, amelyek szerint sok
PcG/TrxG éltal szabalyozott gén kifejez6dési szintje és mintdzata valtozik az egyedfejlodés

soran (Fauvarque és mtsai., 1995; Maurange és Paro, 2002; Ringrose és mtsai., 2003).

Célkitiizések

Csoportunkban egy epigenetikus regulator szakasz, a bxd PRE/TRE funkciojanak célzott,
in situ vizsgalataval foglalkozunk. Mindeddig egyetlen esetben vizsgaltak PRE-t (iab-7) az
eredeti kromoszomalis kornyezetében. Ez a kisérlet impreciz P-elem-kivagddason alapult, mely
modszer szdmos hatrannyal rendelkezik: az igy indukalt delécidk mérete véletlenszerii, a
folyamat nem irdnyithatd, és nem haszndlhato fel a PRE-funkcidhoz fontos, transzgenikus
kisérletekben azonositott fehérje-kotdhelyek célzott modositasara sem. Laboratoriumunkban
kifejlesztettiink egy 10j tipusu génkonverzidén alapuld, hatékony modszert, amely segitségével
tervezett modon in situ delécid-sorozatot hoztunk 1étre a bxd PRE/TRE 3 kb-os szakaszan beliil,
ezaltal megvaldsulhatott a bxd PRE/TRE minden eddiginél nagyobb felbontasu funkciondlis

vizsgalata.
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A bxd PRE a legintenzivebben tanulmanyozott epigenetikus regulator elem. Korabban
elssorban transzgenikus kisérletekben vizsgaltdk az 6t tartalmazo szabéalyozo6-régid kisebb-
nagyobb darabjait. /n situ megkdzelitésiinkkel kikiiszobolhetok a transzgenikus vizsgalatok
hatranyossagai, és reményeink szerint feloldhatok az altaluk tdmasztott ellentmondasok is, mint
példaul az, hogy a PRE-aktivitassal rendelkezd szakaszok a kiilonbozd tesztekben eltérd
méretlinek adddtak; vagy hogy egyes szakaszok az egyik tanulmanyban PRE-ként viselkedtek,
mig masokban nem. A bxd PRE-ban halmozottan eléforduld, konzervalt fehérje-kotéhelyek
elrontdsaval meg tudjuk hatdrozni azok pontos szerepét és a PRE-funkcidhoz valo
hozzéjarulasuk mértékét is. Tovabba a bxd PRE-t kicserélhetjiik mas, kordbban azonositott PRE-
szakaszokra, és megvizsgalhatjuk, hogy az utdbbiak képesek-e betdlteni a bxd PRE szerepét.

Kizar6lag a csoportunk altal kifejlesztett technikéval lehetséges egy markergén célzott
beépitése a genom egy meghatarozott pontjdra, majd a markergén mellett elhelyezkedd,
tetszOleges méretli DNS-szakasz eltavolitdsa. Kisérleteinkben ilyen modon a Gal4-VPI16
markergént iiltettiik be a bxd PRE/TRE kiilonb6zé modositott valtozataiba, majd az igy kapott
kromoszémat hordoz6 legyekbe keresztezéssel bevittik az UAS-eGFP gént. Az eGFP
kifejez6dési  mintazatanak  tanulmanyozéisaval  informaciokat nyertink a  lokalis
kromatinszerkezet valtozasairol. Az eredményeket Osszevetettiik a bxd PRE célgénjének (Ubx)
kifejez6dési mintazataval, ezaltal lehetévé valt a bxd PRE epigenetikus csendesitd szerepétol

kiilonb6zd, az enhanszert és a promotert horgonyzoé funkcidjanak vizsgalata.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Drosophila tenyésztési koriilmények és keresztezések

A torzseket az altalanosan hasznalt kukorica-élesztd alapt taptalajon tartottuk 18 vagy
25°C-on. A keresztezéseket altalaban tomegtenyészetekben 25°C-on végeztiik, az ettdl eltérd
esetekben az eljarast az adott kisérletnél részletezziik. A mutaciok és balanszer kromoszomak

leirdsa megtalalhato a Flybase-ben (http:/flybase.bio.indiana.edu).

PCR és DNS-preparalas

A PCR kisérleteket Robocycler (Stratagene, La Jolla, CA) és PTC-200 (MJ Research,
Cambridge, MA) késziilékek segitségével végeztiikk. A reakciokhoz a Tag és Pfu (Fermentas,
Vilnius, Lithuania) polimerdzok 20 U : 1 U aranyu keverékét hasznaltuk. Az alkalmazott prime-
rek és PCR-programok részletes leirdsat kérésre biztositjuk. A teljes genomon végzett Southern

blotting-hoz az alkalikus lizis mdodszerével tisztitottuk a DNS-t (Bender €s mtsai., 1983).

A génkonverzios konstrukciokba beépitett DNS-fragmentumok forrasai

Noha a BX-C-et atfogé ~300 kb hosszi DNS-szakasz klonozott formaban is elérhetd, mi
mégis PCR moadszerrel allitottuk eld a konverzidhoz sziikséges homoldg genomi DNS-
fragmentumokat. A reakciokban templatként abbol a homozigota torzsb8l (1°"%) szarmazod
DNS-t alkalmaztuk, amely a P-elem-beépiiléseknek is hattereként szolgalt. Azért tettiink igy,
mert a kiilonbozd forrasbol szarmazo donor és recipiens DNS-szakaszok kozotti lehetséges
polimorfizmus miatt a parosodds nem lett volna tokéletes (mismatch), ami a konverzid
hatékonysaganak csokkenésé¢hez vezethetett volna. A reakcidkban hasznalt egyik vagy mindkét
primer az 5’ végén tartalmazott egy-egy fél FRT-szekvenciat az endogén Xbal hasitohellyel
bezarolag. A felszaporitott genomi DNS-fragmentumokat Bluescript II KS+ plazmidba
kloénoztuk. Az I-Scel altal indukalt deléciok 1étrehozasara alkalmas konverzios konstrukcidokba a
genomi fragmentumok kozé épitettiink egy Un. ,,fél FRT/I-Scel/HindIll/I-Scel/tél FRT kazettat”,
amelyet két 76 bazispar nagysagu, egymassal komplementer oligonukleotid forméjaban
szintetizaltattunk. A markergént e kazetta Hindlll helyére, a FLP altal indukalt deléciok esetén

pedig a megfeleld primerbe — a két fél FRT altal kozrefogott genomi szekvencia és az egyik fél
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FRT koz¢ — tervezett Hindlll helyre klonoztuk. Az @-@ jelzésii konstrukciokban egy 7,3 kb

nagysagu, rosy  gént tartalmazé genomi HindIll fragmentumot hasznaltunk markergénként. A
tobbi konstrukcid markergénje a P-elem-promoter és harom kopia HSP-70 terminacids szignal
altal kozrefogott Gal4-VP16 gén volt, amelyet egy 2,3 kb nagysagu Hindlll fragmentum
tartalmazott. A konverzios konstrukcidk altaldnos felépitése a 39. oldalon taldlhatd 4. dbran
lathato. A klonozasi 1€pések tovabbi részleteit kérésre rendelkezésre bocsatjuk.

Az 6. abran (42. oldal) Osszefoglalt deléciok végpontkoordinatait (az eltavolitott
bazisokat) az aldbbiakban soroljuk fel. A koordinatdk a Seq89E szdmozéisanak felelnek meg
(GenBank accession no. U31961) (Martin és mtsai., 1995).

A FLP-indukalta egyszert, tervezett pozicidju és méretii deléciok koordinatai és méretei:

Al,219230-218962 (269 bp); A2,219626-219231 (396 bp);
A7,220155-219627 (529 bp); A10, 219374-219095 (280 bp);
A12,219316-219190 (127 bp); A13,217765-217120 (646 bp);

A17,219374-219190 (185 bp).

A homolog kromoszémékon 1évd kiilonbozd, egyszerli deléciok FLP-indukalta

rekombinacidjaval 1étrehozott deléciok koordinatai és méretei:

A1-2,219626-218962 (665 bp);
A9-4,219626-218962 (665 bp, tartalmazza a Gal4-VP16-ot);
A7-15,220155-218962 (1194 bp);
A8-4,220155-218962 (1194 bp, tartalmazza a Gal4-VP16-ot);
A8-3,220155-219231 (925 bp; tartalmazza a Gal4-VP16-ot);
A2-19,219626-217765 (1862 bp);
A17-19,219374-217765 (1610 bp);
A4-13,218962-217120 (1843 bp);
A7-13,220155-217120 (3036 bp).

Az I-Scel-indukalta deléciok koordinatai és méretei:
SceAA, 219626-218944 (683 bp);  SceAB, 219626-218897 (730 bp);
SceAC, 219626-218939 (688 bp);  SceAD, 219626-218762 (865 bp);
SceAE, 219626-218755 (207 bp);  SceAF, 219626-218686 (941 bp);
SceAG, 220277-218212 (2066 bp); SceAH, 219626-218499 (1128 bp);
SceAl, 219626-218211 (1416 bp).
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A @ szamu konverzios konstrukcidba a proximalis FRT-n kiviilre épitettiink egy egyedi

Sacll hasitohelyet. Az iab-7 és Mcp PRE-kbol szarmaz6 genomikus fragmentumokat, valamint a
H1 és H2 humén szekvencidkat PCR segitségével felszaporitottuk, majd erre a Sacll helyre
kiilon-kiilon mindegyik fragmentumot mindkét lehetséges orientacidban beépitettiik. Ugyanezt a
Sacll helyet hasznaltuk fel a 185 bp-os bxd PRE-mag modositott valtozatainak klénozasahoz. A
DSP1, PHO és GAF kotohelyeket elrontd mutaciok megegyeztek a transzgenikus kisérletekben
(Déjardin és mtsai., 2005; Fritsch és mtsai., 1999; Horard és mtsai., 2000) alkalmazott k&tohely-
mutaciokkal. Ezeket a mutaciokat tartalmazdé szintetikus DNS-fragmentumokat az IDT-tdl
(Coralville, IA) rendeltiik, szekvenciajukat — a vad tipus mellett — az alabbiakban tiintetjiik fel.

1. Vad tipus, 185 bp (219190-219374) a BX-C-ben. Kotéhelyek szinkodja: GAGA(G),
CCAT, atfedés GAGA és CCAT kozott,

TAAGAGCGAGATACA GACTACGCGCACCATAATGGCTGCGCCGTAAAGCGAGAGCGA
TCCGAGCGAGAAGGCTAACCGTATCTCTCCCTCTCTCCGCAGTCGCGGCGCAGTCGCTGCCTCT
GCAGCTCCGTCGCCATAACTGTCGTTCGTAATGGCCGTTTTAAGTGCGACTGAGATGGC

2. GAGA* szintetikus oligonukleotid. Kot6éhelyek szinkodja: az 1. pont szerint, kivéve
elrontott GAGA

TAAGAGCGCTATACA GACTACGCGCACCATAATGGCTGCGCCGTAAAGCGCTAGCGATC
CGAGCGCTAAGGCTAACCGTATCTGGCCCTAT TTCCGCAGTCGCGGCGCAGTCGCTGCCTCTGC
AGCTCCGTCGCCATAACTGTCGTTCGTAATGGCCGTTTTAAGTGCGACTGCTATGGC

2. PHO* szintetikus oligonukleotid. Kotohelyek szinkddja: az 1. pont szerint, kivéve
CCAT

TAAGAGCGAGATACA GACTACGCGCAC I'GTAACAGCTGCGCCGTAAAGCGAGAGCGATC
CGAGCGAGAAGGCTAACCGTATCTCTCCCTCTCTCCGCAGTCGCGGCGCAGTCGCTGCCTCTGC
AGCTCCGTCGCTGTAACTGTCGTTCGTAACAGCCGTTTTAAGTGCGACTGAGACAGC

3. GAGA*+PHO* szintetikus oligonukleotid. Kotohelyek szinkodja: az 1. pont szerint,
kivéve elrontott GAGA, CCAT

TAAGAGCGCTATACA GACTACGCGCACTGCTAACAGCTGCGCCGTAAAGCGCTAGCGATC
CGAGCGCTAAGGCTAACCGTATCTGGCCCTAT TTCCGCAGTCGCGGCGCAGTCGCTGCCTCTGC
AGCTCCGTCGCTCTAACTGTCGTTCGTAACAGCCGTTTTAAGTGCGACTGCTACAGC

4. GAGA*+DSP1* szintetikus oligonukleotid. Kotéhelyek szinkodja: az 1. pont szerint,
kivéve elrontoit GAGA, elrontott
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TAAGAGCGCTATACAGACGCGACTACGCGCACCATAATGGCTGCGCCGTAAAGCGCTAGCGATC
CGAGCGCTAAGGCTAACCGTATCTGGCCCTAT TTCCGCAGTCGCGGCGCAGTCGCTGCCTCTGC
AGCTCCGTCGCCATAACTGTCGTTCGTAATGGCCGTTTTAAGTGCGACTGCTATGGC

5. PHO*+DSP1* szintetikus oligonukleotid. Kotéhelyek szinkodja: az 1. pont szerint,
kivéve CCAT, elrontott

TAAGAGCGAGATACAGACGCGACTACGCGCACTGTAACAGCTGCGCCGTAAAGCGAGAGCGATC
CGAGCGAGAAGGCTAACCGTATCTCTCCCTCTCTCCGCAGTCGCGGCGCAGTCGCTGCCTCTGC
AGCTCCGTCGCTGTAACTGTCGTTCGTAACAGCCGTTTTAAGTGCGACTGAGACAGC

A génkonverzios kisérletek leirasa

A génkonverzid végbemenetelének alapfeltétele egy duplaszalit DNS-torés indukalédsa a
konvertalni kivant régi6 kozelében (4. dbra, 39. oldal). Ehhez olyan torzseket hasznaltunk,
amelyek hordoztdk a JE24, a HF79 vagy a HC109A ry” P elemek (Bender és Hudson, 2000)

egyikét. Az @, ® és @ jelzési konstrukcidk konverzidjahoz ry JE24/MKRS genotipusu legyeket

kereszteztiink ry pbx’/MKRS genotipust legyekhez. Az utéd embridkba egyiitt injektaltuk a
megfeleld konstrukciot (1 pg/pl) és a transzpozazt kodold (helper) A2-3 plazmidot (250 ng/pl).

Az injektalt embridkbol fejlédd ry JE24/ry pbx” felnbtteket partenyészetekben cn’; r°” Fab-7
legyekhez kereszteztiik. A ry" konvertans utodokbol torzset alapitottunk MKRS vagy TM2 ry*'"!

balanszer kromoszomék segitségével. A konverziés eseményeket egész genomon végzett

Southern blotting technikaval ellendriztik. A @ jeli konverzids konstrukcido esetén a ry

JE24/MKRS torzs helyett homozigota ry HF79 genotipusu legyeket hasznaltunk. Az ® és ® jeli

konstrukciok esetén pedig a ry JE24/MKRS torzset ry pbx’, A2-3 99B/TM3 ry, A2-3 99B
genotipust legyekkel kereszteztiik, majd a fejlédé embridkba csak a konverzios konstrukciot
injektaltuk. A kikel felnétt ry JE24/ry pbx’ A2-3 99B legyeket tomegtenyészetben olyan
torzshoz kereszteztiik, amely a mdasodik kromoszéméjan homozigdta formdban hordozta a
P{UAS-eGFP} transzgént. Az ebbdl a keresztezésbdl szarmazd embridkat szénnel feketére
szinezett almalé-tartalmu taptalajon gylijtottiik dssze, majd a kifejez6d6 GFP-nek kdszonhetéen
fluoreszkald kikel6 larvakat MZ FLIII sztereomikroszkop (Leica, Heerbrugg, Switzerland)
segitségével kivalogattuk. Az epidermiszben ¢és az idegrendszerben szelvényspecifikus modon

korlatozott GFP kifejez6dési mintazatot mutatd larvdkat hasznaltuk fel egyenként a
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torzsalapitdsokhoz. A konverzids eseményeket PCR technikdval ellendriztik. A @-® szamu

konstrukciok injektalasara olyan embriokat hasznaltunk, amelyek a ry pbx’ A2-3 99B
kromoszoémat heterozigdta formaban hordoztdk egy ry” delécidos kromoszémaval szemben. Ez
utdbbi deléciot a HF79 és HC109A P elemek FRT helyei kozotti rekombinéacioval hoztuk 1étre.
Az Osszes tobbi konstrukcid konverzidjahoz homozigéta ry JE24 Fab-7 himeket kereszteztlink ry

pbx’ A2-3/TM3 ry, A2-3 99B néstényekhez.

Delécio létrehozasa a konverzios kromoszoman FLP rekombinaz segitségével

Az @ és @ szami (ry" génnel markerelt) konvertans himeket homozigéta y* w'*® P{ry™,

hsflp}; v’ Fab-7 néstényekhez kereszteztiik (4. dbra 1. stratégia, 39. oldal). Az utoédokat elsd
stadiumos larva korukban hésokkoltuk (1 h, 37°C). A kikeld himeket MKRS/TM2 ry*'"
nostényekhez kereszteztiikk, a him utédok koziil pedig kivalasztottuk a potencidlisan deléciot
hordozé ry’, nem Fab-7 egyedeket, melyekbdl torzseket alapitottunk. A deléciokat PCR-rel

ellendriztiik, valamint a PCR-termékeket idonként szekvenaltattuk, hogy megbizonyosodjunk

rola: a deléciok tervezett végpontjai megfelelnek a valdsagos végpontoknak. A @ szamu

konvertans himeket (a Gal4-VP16 génnel markerelve) a fentiekhez hasonld genotipusu
néstényekkel kereszteztiik. A hésokkolt him utodokat w'!/S, P{UAS-eGFP}; MKRS/TM?2 ry*'"

nostényekhez kereszteztiik, majd a nem fluoreszkald, nem Fab-7 him utédokrol feltételeztiik,

hogy hordozzék a kivant deléciét. A @, @, ® és @ jelii konvertans himeket y' w''*%, P{ry™,

hsflp}; 1y’ nostényekhez kereszteztiikk. Ebben az esetben a nem fluoreszkald Fab-7 him utédok

hordoztak a megfeleld deléciot.

Delécié/duplikacio 1étrehozasa két konverzios kromoszoma kozotti rekombinacioval FLP
rekombinaz segitségével

Két kiilonb6zé konverzids kromoszomdén, transz helyzetben 1évé egy-egy FRT
szekvencia (FRT1 és FRT2) kozotti rekombinacioval deléciokat ill. duplikaciokat hoztunk létre
(5. dbra, 40. oldal). Széli markereket helyeztiink el mindkét konverziés kromoszéman, ezek
tették lehetdvé a rekombindnsok azonositasat. Az altalanos séma szerint y' C(1)/Y; FRT2

Dr'/TM6B, Sb, Th néstényeket kereszteztink y' w''’®, P{ry", hsflp}; n'"?/Ki' FRT1 himekhez.
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Az utédokat elsé stadiumos larva korban hésokkoltuk, majd a kikelé y' w''*® P{r", hsflp}; Ki'
FRT1/FRT2 Dr' himeket cn'; r°” vagy cn’; 1’ Fab-7 néstényekhez kereszteztik. A
rekombinaciod irdnyanak megfelelden a sz¢li markerek jelenlétére vagy hidnyara szelektaltunk az
utddok kozott attol fiiggden, hogy deléciokat vagy duplikdciokat akartunk létrehozni. A

rekombinansokat PCR-rel ellendriztiik.

Delécio l1étrehozasa a konverzios/delécios kromoszoman I-Scel endonukleaz segitségével

A modszer elvi sémajat a 4. dbran (Il. stratégia, 39. oldal) mutatjuk be. Egy egyszerii
»FRT/IScel/ Hindlll/1Scel/FRT kazettat” hordoz6 kromoszoma helyett a mdodszer kiprobalasahoz
valdjaban egy meglévo delécioval (A1-2) kapcsoltunk ossze egy ,,FRT/I-Scel/HindI1l/I-Scel/FRT

kazettat” (@) tartalmazé kromoszomat. Az eredményiil kapott kromoszomat A1-2, Sce ry " -nak

neveztilk. Ezt kovetéen I-Scel endonukledzzal hasitottuk a kromoszémat a kovetkezd séma
szerint. A1-2, Sce ry"/MKRS néstényeket kereszteztiink ry". DfUbx'”, p-tub I-Scel/MKRS
himekkel. Az utéd A1-2, Sce ry'/ry" DfUbx'", p-tub I-Scel genotipusu himeket ry, Fab-7
homozigdta ndstényekkel kereszteztiik. A kikeld Al1-2, Sce* ry/ ry, Fab-7 éllatok hordoztak
potencialisan megnovekedett delécidt. Az ilyen genotipusu legyekbdl torzset alapitottunk, majd

a deléciok kiterjedését PCR technikdval és szekvenaldssal hataroztuk meg.

A legyek fenotipusanak kiértékelése

A deléciok altal okozott mutans fenotipus-alosztalyokat a Al1-2 példajan keresztiil a 3.
tablazatban (46. oldal) foglaltuk 6ssze. Az egyes fenotipus-jegyeket a heterozigdta konvertansok
F1 generacioiban, konvertansonként két parhuzamos vonalban vizsgaltuk. Transzformaltnak
tekintettlik azt az egyedet, amely a 3. tdblazatban (46. oldal) szerepld mutans fenotipusok koziil
mutatott legalabb egyet. A fenotipus-analizishez — az egyes torzsek fenntartdsa soran
bekdvetkezd penetrancia- és expresszivitas-csokkenés hatasainak kivédése érdekében — a

deléciokat mindig ,.frissen” allitottuk eld.

Immunfestés embriokon és larvakon

Vad tipusu és a Al1-2 ill. A7-13 jelli deléciokra homozigdta embridkat gyiijtottiink kb. 17

oras 25°C-on torténd petéztetést kovetden. A kiillonbozd genotipusu embridkat parhuzamosan
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kezeltiik a korabban leirtak (Sipos és mtsai., 1998) szerint. Az UBX elleni elsédleges
ellenanyagot Robert White-tol (Cambridge University, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) kaptuk.
Az embriokat PBS-ben (137 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM Na-foszfat, pH 7,0) mélyitett
targylemezen fotoztuk.

A A1-2ill. A7-13 jeli delécidkra homozigdta és a Be larvalis markert hordozo, vad tipusu
harmadik stddiumos vandorl6 larvakat 25°C-on Osszegytijtottiik, desztillalt vizben megmostuk,
majd 4°C-os PBS-ben félbevagtuk. A larvak eliilsé részét csipesszel kiforditottuk, ezt kdvetden
az imagokorongokon és az agyon kiviil minden egyéb szovetet eltdvolitottunk az epidermiszrol.
Négy fél larvat (ketté vad tipusit és kettd homozigéta deléciost) festettiink ugyanabban a

centrifugacsében az embriok immunfestési protokollja szerint (Sipos €s mtsai., 1998).

A larvalis kutikula el6készitése és fényképezése

A larvakat éterrel tulaltattuk, majd 1X PBS-ben addig forraltuk, amig izmai elernyedtek.
A fotozashoz iliveg targylemezre helyeztiik dket, befedtilk immerzids olajjal, majd fedélemezt
helyeztiink ra, amelyet kissé ranyomtunk a targylemezre, hogy a felforralt larvak megfeleléen
szétlapuljanak. A fotokat M420 Macroscop-hoz (Wild Heerbrugg, Heerbrugg, Switzerland)
csatlakoztatott KP-C550 CCD-kamerdval (Hitachi, Tokyo) vagy Leica MZ FLIII
sztereomikroszkophoz csatlakoztatott Leica DC300F digitalis kameraval készitettik. A
kontraszt- és fényerdbedllitasokat a Photoshop 7.0 programmal végeztiikk (Adobe Systems, San

Jose, CA).

Homoléogiakeresés BLAST-tal

A 185 bp-os Drosophila bxd PRE-maggal végeztliink homoldgiakeresést minden ismert

emlds szekvencia kozott az NCBI weboldalan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) talalhato

programmal. Ehhez a jelenleg elérhetd szoftver egy régebbi verzidjat, a BLASTN 2.2.12 [2005.
aug. 7.]-t (Altschul és mtsai., 1997) hasznaltuk. A BLAST homologia-keresés eredménye:

Query= Drosophila melanogaster bxd PRE-mag (185 betii)

Szignifikans megfelelést mutatd szekvencidk:
Score E
(Bits) Value

gi|56369807 |emb|CR759947.5| Gorilla DNA sequence from clone CH25 40.1 1.2
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=56369807&dopt=GenBank

gi|27777572|gb|AC008746.10| Homo sapiens chromosome 19 clone CTD 40.1 1.2
gi|31376406|gb|AC105600.5| Rattus norvegicus 4 BAC CH230-209E... 38.2 4.9

A homolég szekvencidk illeszkedése:

Drosophila m. 86 TCTCTCCCTCTCTCCGCAGT 105

FEETTErrrrrr e
Gorilla g. 7864 TCTCTCCCTCTCTCCGCAGT 7883

Drosophila m. 86 TCTCTCCCTCTCTCCGCAGT 105

FEETTTrrrrrr e
Homo s. 111007 TCTCTCCCTCTCTCCGCAGT 111026

Drosophila m. 84 TATCTCTCCCTCTCTCCGC 102

FEEETTTrrr et
Rattus n. 132682 TATCTCTCCCTCTCTCCGC 132700


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=27777572&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31376406&dopt=GenBank

EREDMENYEK

A P-elem kozvetitette génkonverzié modszerének tovabbfejlesztése

A duplaszalu DNS-torés elofeltétele a genom helyspecifikus modositdsanak. A P-elem
kozvetitette génkonverzid az egyik olyan Drosophila-ban alkalmazott modszer, amely
segitségével — a duplaszalt torés altal aktivalt endogén hibajavitdé rendszert kihasznalva —
helyspecifikus modon donor szekvencidkat tudunk a torés kdrnyezetébe beépiteni. A vizsgalni
kivant bxd PRE régioban kiilfoldi egyiittmiikddd partneriink, Prof. Welcome Bender (Harvard
Medical School, Boston) szamos P-elem-beépiilést azonositott (Bender és Hudson, 2000), ezek
mobilizacidjaval indukaltuk a génkonverzid folyamatat.

A bxd PRE az éltala szabalyozott Ubx transzkripcids indulasi helyét6él 5° irdnyban
helyezkedik el mintegy 25 kb-nyira (3. abra). Habar végcélunk a bxd PRE-t tartalmazé 3 kb

C ) pbx2
Cbx! C ) pbx?

X -1 (30 -80 -60 -40 -20 0 +20
PRE PRE
B 23] BIRIERY RBX
ABX BX BXD PBX
Ubx

3. dabra Az Ubx gén transzkripcids egysége és szabalyozo-régioi (abx/bx, bxd/pbx). A
térképpoziciokat Bender és mtsai. (1983) nyoman tilintettiik fel (mértékegység: kb). Az
enhanszereket racsozott téglalapok jelolik. A pbx' deléci6 altal eltavolitott szakasz az abx/bx
szabalyozo-régioba helyezdott at (Chx'). A pbx' (17 kb) és a pbx’ (15 kb) delécio felndtt
allatokban azonos fenotipust okoz: a billér hatso része szarnnyd modosul a homozigotakban. A
pbx’ deléciot hasznaltuk atfedd delécioként a konverzios kisérletekben. A pbx’ a bxd PRE-n
kiviil enhanszereket is eltavolit a bxd/pbx szabalyozd régidbol.

méretll DNS-szakasz in sifu delécios analizise volt, a korabban alkalmazott génkonverzos
technikakkal ellentétben mi mégsem a létrehozand6 deléciokat épitettiik a donor konstrukciokba.

Ennek egyik oka az volt, hogy a beépiilt deléciok az Ubx gén kifejezddését elvileg letalis modon
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is megvaltoztathattdk volna, ezzel lehetetlenné téve a felnott konvertans legyek 1étrehozasat. Elso
lépésként FRT (flipase recognition target) helyek kozé épitettilkk az eltavolitandd DNS-
fragmentumot és egy markergént (rosy’ vagy Gal4-VP16) (4. dbra 1. stratégia). A hibajavito
rendszer szamara a felismerend6 homoldg DNS-szakaszokat az FRT helyeken kiviil helyeztiik el.
Az ilyen médon elkészitett donor konstrukciok ,,vad tipusi” bxd PRE-szakaszait, a kozbeékelt
markergénnel és FRT-szekvencidkkal egylitt P-elem kozvetitette génkonverzidval beépitettiik a
bxd PRE homolog régiodiba. A konvertdlandd kromoszémaval szemben a bxd PRE-t atfedd,
nagyméretli deléciot (pbx’) (3. dbra) alkalmaztunk annak biztositdsara, hogy a hibajavito
rendszer szdmara az egyetlen felhasznalhat6 templat a konverzids konstrukcio legyen (4. dabra).
A deléciokat csak ezt kdvetden hoztuk létre tigy, hogy az ¢élesztd flipdz enzimét kifejeztettiik a
konvertans legyekben. Az altalunk tovabbfejlesztett modszer tovabbi elénye, hogy a konverziot a
konstrukcidokba épitett markergén kifejezddésével, a delécid létrejottét pedig ugyanannak a
markergénnek az elvesztésével kovetni tudtuk. Ezzel szemben, a korabban alkalmazott
génkonverzids technikdk esetén a markergénnel csak a kezdd 1épést, a P-elem kiugrasat lehetett
ellendrizni, amit sziikségszeriien a markergénmentes egyedek kiterjedt molekuldris sziirése
kovetett.

A technika tovabbi apré finomitasaval a bxd PRE kisebb szakaszait helyettesiteni tudtuk
mas, hasonld méretli, tetszleges DNS-fragmentumokkal. Az I. stratégiatél ez a moddszer
annyiban kiilénbozik, hogy a konverzids konstrukcioba a proximalis FRT-n kiviilre PCR-rel
bevittiink egy egyedi restrikcios hasitohelyet, erre a helyre épitettiik be az ,,idegen” szakaszt. Ily
modon tehdt a bxd PRE altalunk meghatarozott részében tetszOlegesen moddosithattuk az ott
talalhat6 PcG-kotohelyeket vagy az adott szakaszt kicserélhettiik példaul mas ismert PRE-kra.

Egy masik megkdzelitésben olyan konverzids konstrukcidkat készitettiink, amelyek a
markergén mellett tartalmaztdk a ritkdn hasitd /-Scel enzim felismerdhelyét is. A konvertans
legyekben [-Scel enzimet termeltetve duplaszali DNS-toréseket indukéltunk, amelyekbdl
kiindulva az exonukledzok ¢és a toréseket javitd rendszer miikodésének eredményeképpen
random méretl deléciok keletkeztek (4. abra Il. stratégia).

A flipaz altal indukalt deléciok mellett a kromoszémaban maradt egy-egy FRT hely,
amely 0 eszkozként szolgalt arra, hogy barmely két életképes delécid kozott rekombinaciot

indukaljunk, és ezaltal dsszekapcsoljuk az egyes deléciokat vagy létrehozzuk az FRT-k kozotti
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4. abra A tovabbfejlesztett P-elem kozvetitette génkonverzios stratégiak vazlata. A
génkonverzids konstrukciokat olyan »y” embridkba injektaljuk, amelyek egy P-elem-beépiiléssel
rendelkeztek a médositandd régid kozelében. A P-elem mobilizaciojaval eldallitott kettdsszala
toréstdl kiindulva a kromoszoma szabad végei leemésztddnek. A folyamat aktivalja a DNS-
hibajavité rendszert, amely a homolog kromoszéman taldlhaté atfedé delécido miatt a donor
konstrukcidt haszndlja templatként a 1€zi6 ,,befoltozasara™. A sikeres konverzidt a vad szemszin
megjelenése jelzi az utddok korében. Az 1. stratégia esetében a deléciot az FRT-szekvencidk
kozotti rekombinécio segitségével hozzuk létre, a II. stratégia esetében pedig kettdsszala torést
indukalunk az I-Scel-hasitohelyeknél. A delécios allatok rosy szemsziniiek. Az abran csak a
technika megértése szempontjabol elsérendii fontossaglh kromoszomakat tiintettiik fel.

Ki
— FRT1
Dr
# FRT2
flipaz
Ki
# FRT1
Dr
# FRT2
Delécio Duplikacié
Ki Dr

s O Je——

5. dbra A Kkonvertans kromoszomak felhasznalasa tovabbi deléciok és duplikaciok
létrehozasara. Az 4bran egyszerlsitett moédon mutatjuk be, a kromoszomakban maraddé FRT-
szekvencidk kozotti rekombindcio segitségével hogyan indukalhatok deléciok és duplikaciok. A
modszer eldnye, hogy nem sziikséges ujabb génkonverzids konstrukciok készitése €és beépitése a
végrehajtasdhoz, ezaltal rovid id6 alatt nagyszamu tovabbi delécidt €s duplikacidt tudunk
létrehozni. A technika alkalmas inszercio-inszercio, inszercio-delécid ¢és delécio-deléciod
»osszekapcesoldsara” is. A rekombindcids eseményeket a széli domindns markerek egylittes
megjelenésével illetve hianyaval kovetjlik. Csak a mddszer megértése szempontjabol elsdrendii
fontossagu kromoszomakat tiintettiik fel.
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szakaszok tandem duplikacigjat. Ilyen tipust rekombinacidkat delécid-inszercid €s inszercio-

inszercio (3. abra) kozott is 1étre tudtunk hozni.

Ezenkiviil specidlisan tervezett konstrukciok segitségével 1étrehozott konvertans (Isd.

és @, 6. dbra A) és delécios kromoszomakon 1évé FRT szekvenciak kozotti rekombinacioval

lehetséges volt a Gal4-VP16 markergén megtartdsa is az egyes deléciok mellett. Az UAS-eGFP
rendszer segitségével az ilyen allatokban kovetni tudtuk a Gal4-VP16 kifejezddési mintdzatat,
amely a PRE ¢és a helyi enhanszerek aktivitasat tiikrozte. Az igy nyert informéciokbol
kovetkeztetni tudtunk a bxd PRE miikddési mechanizmusara.

Osszesen 33 db génkonverzids konstrukciot épitettiink be a HC109A, a HF79 vagy a
JE24 P-elem (6. abra B) mobilizalasaval a 3. kromoszoman talalhato bxd régidba. Ezek koziil 15
beépiilt konstrukciot tiintettiink fel az 64. abran. Az dbran nem szerepld konstrukcidkat a bxd

PRE altalunk meghatérozott részének mutaltatdsara vagy mas PRE-kra torténd kicserélésére,

illetve a lokalis kromatinszerkezet szondazasara hasznaltuk fel. Az D-@ konstrukciok (rosy”

markergén) esetében teljes genomon végzett Southern blotting technikaval ellendriztiik, hogy a
konverzios események a tervezettnek megfelelden kovetkeztek-e be. A tobbi konstrukcioban a
rovidebb Gal4-VP16 markergént hasznaltuk, amely a kornyezd szakaszokkal egyiitt kdnnyen
amplifikdlhaté volt PCR modszerrel, ezért ezzel a technikaval ellendriztiik a donor szakasz
megfeleld beépiilését. Az egyes deléciok 1étrejottét a markergén elvesztésével kovettiik, pontos
koordinataikat alkalomszeriien, a megfeleld fragmentum PCR technikaval torténd amplifikalasat
kovetden szekvenalassal igazoltuk.

Az egyes deléciok esetén tapasztalt — késdbbiekben ismertetendé — fenotipusokat nem
okozhattdk a P-elem mobilizaci6jabol szarmazdé mésodlagos mutaciok (masodlagos P-elem-
beépiilések vagy a bxd PRE-ban maradd hidnyos P-elem-szekvencidk). Ezt a kovetkezd
modszerekkel biztositottuk. Azok az egyedek, amelyekben a P-elem ugrasat kovetéen megtortént
a donor szekvencia beépiilése (konvertdnsok), vad tipustiak voltak, tehat egy esetleges
masodlagos P-elem-beépiilés ezekben az allatokban nem okozott dominans fenotipust. Ezutan a
konvertans egyedekbdl torzseket alapitottunk, melynek sordn iigyeltiink arra, hogy a
transzpozazforrast kiiktassuk a rendszerbSl. Igy megakadalyoztuk a tovabbi P-elem-

mobilizacidkat, amelyek ismét masodlagos mutaciokat okozhattak volna. Az egyes tervezett
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FRT rekombinacios hely
I-Scel-hasitéhely
rosy markergén (7,3 kb)

GAL4-VP16 markergén (2,3 kb)

PHO-hely
GAGA-hely e
Proximalis Disztalis
| S1 enhanszer | | S2 enhanszer |

crer

vonal 4,5 kb hossza DNS-t jelol. A koordinatdkat a Seq89E (Martin és mtsai., 1995) szerint
adtuk meg. A Pleiohomeiotic fehérje kotohelyeit (GCCAT) narancssarga, a GAGA-helyeket
(GAGAQG) pedig kék korokkel jeloltiik. A felfelé mutatd fliggdleges nyilak a génkonverzidhoz
hasznalt P-elemeket mutatjak. (C) A fehér téglalapok a 2 embriondlis enhanszert, a vilagoskék ¢€s
lila téglalapok pedig a transzgenikus kisérletek alapjan PRE-aktivitdssal rendelkezd
alfragmentumokat (Fritsch és mtsai., 1999 ; Horard és mtsai., 2000) jeldlik. A sarga téglalapok a
3 PRE/TRE helyzetét mutatjadk egy masik, immunoprecipitidciora és transzgenikus tesztekre
épiild kisérlet eredményei alapjan (Tillib és mtsai.,, 1999). A TRE1, TRE2 és TRE3 jeli
nyilakkal azokat a kisméretli RNS-transzkriptumokat tiintettiik fel, amelyekrdl kimutattak, hogy
magukhoz vonzzdk az Ubx aktivatorait (Sanchez-Elsner és mtsai.,, 2006). (D) A szaggatott
visszamarad egy FRT-hely, amelyet narancssarga kor jelez. Az also 4 delécié mellett egy-egy
Gal4-VP16 markergént és egy-egy [I-Scel-hasitohelyet is a kromoszomaban ,hagytunk”. A
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poszterior transzformacios fenotipus jelenlétét (+) vagy hianyat (-) minden delécid esetén az dbra
jobb oldalan tiintettiik fel.

deléciokat ujabb keresztezési 1€péssel hoztuk Iétre, melynek eredményeképpen bizonyos
delécidk esetén tovabbra sem kaptunk dominans fenotipust, mig mas deléciok esetén dominans
fenotipust tapasztaltunk. Tehat a P-elem ugrasatol tobb generacionyi keresztezéssel jutottunk el a
kivant delécio 1étrehozasaig, és dominans fenotipus csak bizonyos deléciok indukalasat kovetden
jelent meg. E keresztezések soran egy esetleges, 3. kromoszématol kiilonb6zé kromoszomara
tortént masodlagos P-elem-beépiilés nagy valoszinliséggel szegregalddott a konvertans illetve a
delécidés kromoszomatol. A konverzids és delécidos események ellendrzésére alkalmazott PCR
kisérletekbdl megallapitottuk tovabba, hogy a P-elem nem épiilt vissza a bxd PRE-ba, illetve
nem maradtak benne hidnyos P-elem-szekvencidk, igy ott masodlagos mutaciokat sem hozhattak
l1étre. Egy-egy delécid esetében a 3. kromoszéma bxd PRE-n kiviili szakaszaiba esetlegesen
beépiilt P-elem sem lehet felelds a tapasztalt fenotipusokért, hiszen tobb fliggetlen konverzids
eseménybdl szarmazd delécid is ugyanazt a mutans fenotipust eredményezte. Szamos esetben
FRT-szekvencidk kozotti rekombinacid segitségével lecseréltiik a 3. kromoszoéma proximalis
illetve disztalis részét, ezaltal ,,megszabadultunk” az ezen genomrégiokba épiilt esetleges,

dominans fenotipust nem okozd P-elem-beépiilésektdl is.

Az elsé deléciok létrehozasa a kozponti PRE-régioban

Az els6é konverzios konstrukciokkal a bxd PRE azon részeit céloztuk meg, amelyek a
legnagyobb PRE-aktivitast mutattdk az egyik transzgenikus kisérletben (Horard és mtsai., 2000)
¢s a legerdsebben kapcsolodtak a PC fehérjéhez keresztkotési tesztekben (Kahn és mtsai., 2006).
Ebben a régioban halmozottan talaljuk a Pleiohomeotic (PHO) fehérje kotohelyeit és a GAGA-
kotohelyeket (6. dbra B). Ez utobbihoz mind a GAGA, mind a PSQ fehérje képes kapcsolodni.

Az els6 két konverzios konstrukcid (O és @ a 6A4. abran) segitségével egy 269 bp (Al) és egy
396 bp (A2) méretli deléciot (6. dbra D) hoztunk létre. Ezek a deléciok homozigota, heterozigota
(vad kromoszomaval szemben), €s ,,hemizigdta” (nagyobb, atfedd delécidval szemben) formaban
sem okoztak észrevehetd fenotipikus valtozast a felnétt legyeken (6. dbra D). Ezzel szemben,

amikor ezt a két deléciot flipaz indukalta rekombinacidoval Osszekapcsoltuk (Al1-2, 665 bp;

6. abra D), dramai poszterior iranyu szelvénytranszformaciok jelentek meg az allatokon. A

46



Al-2-re heterozigéta legyek szarnydnak hats6 része gyakran — a Contrabithorax mutaciokra
emlékezteté modon — részlegesen billérré transzformalddott (7. dbra). Néha az anterior szarnyél
is billérszovetté alakult (7. abra). Ritkan az elsd potroh tergitje pigmentalt volt, és még ritkabban

a hats6 szélén nagy szOrok nottek; ezek a tulajdonsagok az elsd potrohszelvény maésodik

crer

Vad tipus A1-2/+ A1-2/Ubx109 A1-2/Ubx109

N 7/

Vad tipus A1-2/A1-2 A1-2/ Vad
A1-2 tipus

N~
N,

7. abra A bxd PRE-deléciok fenotipusai. Az abra jobb als6 sarkdban festetlen larvalis
kutikulakat tiintettliink fel, a tobbi foto felndtt legyekrdl késziilt. Minden fénykép felett az adott
allat genotipusa lathaté. A funkcidnyeréses fenotipus szempontjabol relevans szelvénye-
ket/képleteket a konnyli 6sszehasonlithatésag érdekében azonos szinili nyilakkal jeloltiik a vad és
a delécios allatokon. A felndtt Al1-2 ,,hemizigdta” legyeken mutatjuk be a szarny eliilsé részének
allatokon figyelhetjik meg a szarny hats6 részének billérré alakuldsat (piros nyil). 1.
potrohszelvénnyé (kék nyil) transzformalodott a 3. torszelvény az itt bemutatott Al-2
homozigdta legyen (z6ld nyil). A vad tipusi larva 3. torszelvényén taldlhaté horogsorok
atlatszoak, mig a A1-2 homozigota larva ezen képletei az abdominalis horogsorokhoz hasonléan
sotét szintiek (lila nyil).
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masodik potrohszelvényre jellemzéek. Az A1—A2 transzformdaciokat valdsziniileg az ABD-A
vadtol eltérd, ektopikus kifejezOdése (derepresszidja) okozta az érintett sejtekben (nem
vizsgaltuk), viszont a jelenséggel nem jart egyiitt az ennek megfeleld csdokkenés az UBX
kifejez6dési szintjében (8. dbra, 47. oldal). A tor és a potroh kozotti teriileten idénként apro
szorokkel boritott idegen szdvetet figyeltink meg, melynek eredete a homozigota allatok
vizsgalatakor valt egyértelmiivé. Ezek a legyek olyan fenotipust mutattak, amelyet eddig nem
irtak le a bithorax komplex mutacioi kozott: a harmadik torszelvény valtozd mértékli — néha
telies — elsé potrohszelvénnyé torténd transzformaciojat (7. dbra). Altalaban véve a
heterozigotakban megfigyelt transzformaciokat homozigdtakban stilyosabbnak és gyakoribbnak
talaltuk. A transzformdacios fenotipusok penetrancidja az A1-2 homozigdtakban megkozelitette a
100%-ot és szamos generacion 4t stabil maradt. Erdekes modon, ha az Al1-2 kromoszomat
balanszer kromoszoma felett tartottuk, a penetrancia néhany generacié alatt 64%-rol ~10%-ra
esett. A felndtt allatok muténs fenotipusainak kvantitativ jellemzését a 3. tablazatban foglaltuk
O0ssze. A Al-2 heterozigbta legyek Polycomb heterozigota héttéren nagyobb ardnyban és
mértékben voltak transzformaltak. Az érzékenyitett hattéren kapott eredmények kiegészitik és
megerdsitik a ,,vad hatteri” A1-2 delécio esetén kapott eredményeket: a Polycomb fehérje maga
is részt vesz a bxd PRE altal kozvetitett géncsendesités folyamataban. A Al1-2 altal okozott

poszterior iranyu transzformaciok mar larvakorban is megfigyelhetdek voltak (7. abra).

Az Al-2 heterozigéta allatok sohasem mutattak az elézdekkel ellentétes, anterior iranya
transzformaciokat, amelyek az Ubx funkcidvesztéses mutaciojat jelezték volna. Hemizigota
formaban, érzékenyitett hattéren (Df{3R)pbx’, Df(3R)Ubx'"” és Df(3R)PY) is megvizsgaltuk a
A1-2 kromoszoma fenotipikus hatdsait. A hemizigota allatokon a Dff3R)Ubx'"’/+ vagy
Df(3R)P9/+ heterozigdtakhoz viszonyitva nem figyeltiink meg 0j vagy erdsebb anterior irany
transzformaciokat, a poszterior iranyu transzformacidk pedig mindharom esetben majdnem olyan
sulyosak és gyakoriak voltak, mint a homozigdtakban. Az Al-2 kromoszomat a BX-C tandem
duplikacidjaval [Dp(3;3)P5] heterozigéta formaban hordozo allatokon még mindig lathatdéak
voltak poszterior iranyt szelvénytranszformaciok, ami megerdsiti, hogy ez a delécio
funkcionyeréses — és nem funkcidvesztéses — mutacio.

A felnott Al-2 legyek fenotipusai egyértelmiien az 5. paraszelvény (PS5, a 2. torszelvény
poszterior széle és a 3. torszelvény eliilsd része) 6. paraszelvénnyé (PS6, a 3. torszelvény

poszterior széle és az 1. potrohszelvény eliilsd része) torténd részleges transzformaciojat jelzik.
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A1-2/+ A1-2/A1-2
Funkcionyeréses 64 98
Vad tipus 36 2
Szarny
. , L, Egyik oldal 6 4
Anterior szarny halterava Mindket oldal 0 |
. , . Egyik oldal 7 7
Poszterior szarny halterava Mindkét oldal 0 0
wr Egyik oldal 20 19
Csokevényes allula Mindkét oldal | 5
wr , Egyik oldal 19 22
CsOkevényes szirmy Mindkét oldal 4 7
Tor (dorzalis, lateralis, ventralis)
Csdkevényes notum 1 2
T3 és Al kozotti arok 43 29
. - . i Egyik oldal 12 26
T3 és Al kozott ektopikus Al-szovet Mindkét oldal | 10
Ektopikus A1, T3 hianyzik, A1 megno- Egyik oldal 1 3
vekedett Mindkét oldal 0 0
Ektopikus A1, T3 hianyzik, A1 nor- Egyik oldal 0 4
malis Mindkét oldal 0 8
A szternopleuralis régid halvany/ Egyik oldal 4 18
transzformalt Mindkét oldal 1 4
A szternopleuralis sz6rok redukaltak/ Egyik oldal 9 27
hajlottak Mindkét oldal 1 10
A hipopleuralis régio6 transzformalt/ Egyik oldal 32 12
hianyzik Mindkét oldal 9 85
o ., .y, Egyik oldal 1 6
A billérek hidnyoznak/csokevényesek Mindkét oldal 0 3
e Egyik oldal 0 3
A 3. 1ab hianyzik/csokevényes Mindkét oldal 0 0

3. tablazat A Al1-2 deléciéo altal okozott kiilonbozé poszterior transzformaciok
gyakorisaganak megoszlasa. A kiértekelés 100-100 felndtt 1égy adatait tartalmazza. Al, 1.
potrohszelvény; T3, 3. torszelvény.

Megfigyeléseinket az Ubx gén kifejez6désében tapasztalt eltérések is alatdmasztjak (8. dbra). Az
A1-2 homozigota embridkban megfigyeltik ugyanis az UBX ektopikus kifejezédését: a vad

tipustt PS6-ra emlékeztetd festddés jelent meg a PS5-ben is. A PS5-ben legtobbszor az UBX
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Vad tipus A1-2 A7-13

8. abra Az Ubx Kkifejezodése a PRE-deléciés embriékban. Kb. 16 6ras embriokat festettliink
UBX-ellenanyaggal. A megndvekedett UBX-szintet leginkdbb a Al-2 homozigdta embriok
fejlodo kozponti idegrendszerében figyelhetjiik meg. Kiterjedt, erds ektopikus festédés lathatd a
3. torszelvényben (nagy nyil), de ettdl elorébb elhelyezkedo sejtek is elvétve kifejezik az UBX-et
(kis nyilak). A potrohszelvényekben a festddés megfelel a vad tipusnak. A A7-13 homozigota
embrioban az UBX kifejez0dési mintdzata és szintje inkabb a vad tipusra emlékeztet, minddssze
a 3. torszelvény egy kisebb teriiletén talalunk erdsebb festddést (nyil). A nagyitott képen a A7-13
homozigéta embrid ventralis idegkotegének a 3. torszelvénytdl a 3. potrohszelvényig huzodo
része lathato.

kiss¢é megemelkedett szintjét tapasztaltuk, néhany esetben azonban drdmaian megndvekedett
UBX-koncentraciot lattunk. Sot, elvétve a PS5-tdl elorébb 1évo paraszelvényekben is pontszerii
ektopikus festddés jelent meg. Harmadik stadiumos larvak kozponti idegrendszerében is hasonlo,
a vad tipustol eltér6 UBX-festddést talaltunk a PS5-nek megfeleld régidban, néha a
szarnydiszkuszban is pontszerli festddés mutatkozott. A vad és delécios allatok agylebenyeit,
szem-antenna-diszkuszait vagy elsd labdiszkuszait 6sszehasonlitva nem taldltunk eltérést, az Ubx

gén egyontetiien represszalt volt mindegyik genotipusban.

Funkcionyeréses fenotipust okozo kisebb deléciok a kozponti PRE-régioban

A 665 bp nagysagii Al-2 delécioval eltavolitottuk a halmozottan eléforduldo GAGA- ¢és
PHO-kotéhelyek jo részét (6. abra B, 42. oldal), azonban nem volt vilagos, ezek koziil melyek
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sziikkségesek a PRE mikodéséhez. Ennek vizsgalatira olyan konverzids konstrukciokat
terveztiink, amelyeket felhasznalva tovabb finomithattuk annak a minimalis szakasznak a
behatarolasat, amelynek eltavolitdisa még szelvénytranszformacidkat okoz. Ezzel a

megkozelitéssel tehat meg tudtuk hatarozni azt a legrovidebb DNS-fragmentumot és az azt

alkoto ismert kotohelyeket, amelyek a bxd PRE esszencialis alkotoelemei. A @ jelii konstrukciot

felhasznalva eltavolitottuk a Al és A2 delécio taladlkozasi pontjat atfeddé 280 bp-nyi szakaszt (6.
abra A, 42. oldal). A A10 kivagja a kézponti 4 GAGA- és 4 PHO-kot6helyet, ami részlegesen
megfeleltethetd az egyik transzgenikus PRE-tesztben (Horard és mtsai., 2000) talalt 2
legaktivabb fragmentumnak (BP és PF). Ez a 280 bp-os deléci6 a 664 bp-os Al-2 delécidhoz

hasonlo poszterior transzformaciokat okoz az 6t hordozd legyekben. A @ jelti konstrukciot a

A10 altal meghatarozott szakasz egy belsd, 127 bp nagysagu, mindossze 1 PHO- és 2 GAGA-
kotbhelyet lefedd alfragmentumdnak kiejtésére terveztiik (6. dbra A, 42. oldal). A Al12 delécio

nem eredményezett transzformaciot. Végiil a @ szamu konstrukciot hasznaltuk fel a A12 delécio

proximalis iranyban torténd megnagyobbitasara, ezzel eltavolitva még 3 PHO-helyet pluszban
(6. abra A, 42. oldal). Az igy 1étrehozott 185 bp-os A17 delécido a A10-hez hasonl6 jellegl és
erdsségli transzformacokat okozott (9. dbra), azonban a fenotipusok penetrancia-értéke
kisebbnek adoddott (78% a heterozigota A10 és 24% a heterozigdta Al7 esetén). A Al7 altal
meghatarozott 185 bp-os szekvenciat elneveztiik bxd PRE-magnak.

Hasonldan a Al-2 delécidhoz, a heterozigota formaban fenntartott kisebb deléciok
penetrancidja is fokozatosan csokkent generdciordl generaciora. Az eredeti értéket részben vissza
tudtuk allitani a delécios legyek vad tipushoz torténd kikeresztezésével, habar ennek mértékét
nem elemeztiik kvantitativ modszerekkel. Ezek utdn megvizsgaltuk a homozigéta torzseket is: a
két nagyobb delécio (A1-2 és A10) esetén a penetrancia kdzel 100% volt, és a térzs fenntartasa
soran stabil is maradt, mig a PRE-magot eltavolitd A17 penetrancidja homozigéta formaban is
csokkent. A transzformacidk erdsségét tanulmanyozva megallapitottuk, hogy az csak a
legnagyobb (A1-2) delécio esetén volt allandd, a két kisebb deléciot (A10 és Al17) hordozo

homozigdta térzsekben egyre gyengiilt.
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9. abra Példak a 185 bp-os bxd PRE-mag deléciéjara heterozigota néstény legyeken
tapasztalhaté poszterior transzformaciokra. (A, C, E és F) Mutans legyek, amelyekbdl
eltavolitottuk a bxd PRE-magot. (B, D és G) Vad tipusu legyek. (A) A masodik torszelvény
részben billérrré (nyil) torténd transzformacidja jelzi. (C) A harmadik torszelvény részlegesen
elsé potrohszelvénnyé alakult, amit a billér hidnya mutat. A billért a vad tipusu allaton csillaggal
jeloltik (D). (C) Ezen az allaton a szternopleuralis szOrok szamdnak csokkenésén keresztiil
(nyilak) a masodik torszelvény harmadikka torténd részleges transzformaciojat is
megfigyelhetjiikk. Az (E) éallaton a notum erds redukciojat lathatjuk (a bal oldala hidnyzik). A
haromszog egy ektopikus Al klonra mutat. A vad tipust (G) allaton csillagokkal jeldlt billérek a
mutans (F) legyekr6l a T3 Al-gyé torténd transzformdcidja miatt hidnyoznak.
Kovetkezésképpen az A1 megnagyobbodott a vad tipusu allat (G) Al szelvényéhez képest
(dupla nyilak).
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A kornyez6 szakaszok vizsgalata

Korabban a 3 kb nagysagu bxd PRE vizsgalatara transzgenikus és immunoprecipitacids
megkdzelitéseket alkalmazd csoportok (Horard és mtsai., 2000; Tillib és mtsai., 1999) arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a régid tobb, egymassal redundans funkcioju PRE/TRE modulbdl
éptilhet fel. Ezek koziil a két széls6¢ szakasz mindossze néhany GAGA- és PHO-kotohelyet
tartalmaz, valamint részben atfed olyan fragmentumokkal, amelyekre az S1 és S2 embrionalis
enhanszereket térképezték (6. dbra C, 42. oldal) (Pirrotta és mtsai., 1995). A fenti adatokbol
kiindulva a kozponti PRE-régiot koriilvevé DNS-szakaszok szerepét is megvizsgaltuk. A
kozponti régiotol balra (az 529 bp-os A7 €s a 925 bp-os A8-3) és jobbra (a 646 bp-os Al3 és az
1843 bp-os A4-13) elhelyezkedd deléciokat homozigdta vagy heterozigdta formaban hordozo
legyek azonban egyarant vad fenotipusunak mutatkoztak (6. abra D, 42. oldal). Ez az eredmény
a A4-13 esetén kiilondsen meglepd volt, hiszen ez a delécid kivagja azt a szakaszt, amely a
kiilonb6z6 rokon Drosophila fajok kozott végzett Osszehasonlitdo elemzésben a bxd PRE
legkonzervaltabb részének bizonyult (Dellino és mtsai., 2002).

Ezzel ellentétben azok a delécidink, amelyek az esszencialis 185 bp-os szakasszal egytitt
annak bal (A-8-4, SceAQG) ill. jobb (A17-19, A2-19) oldalardl is eltavolitanak nagyobb részeket, a
A10-hez hasonl6 funkcidnyeréses fenotipust okoztak (6. dbra D, 42. oldal). Erdekes modon a
transzformaciokat egyik esetben sem talaltuk sulyosabbnak a A10-hez képest. Ez azért volt
meglepd, mert a A10 és A17 esetébdl kiindulva azt vartuk volna, hogy a nagyobb deléciok
gyakoribb és/vagy sulyosabb fenotipusokat eredményeznek.

A 6.C abran (42. oldal) lathatd transzgenikus kisérletekben azonositott kozépsé TRE
(Tillib és mtsai., 1999) szerepét is megvizsgaltuk. Ebben az esetben az in situ deléciokat egy
olyan kromoszoma I-Scel enzimmel torténd hasitasaval készitettiik, amely az enzim
felismer6helye mellett mar eleve hordozta a Al-2 delécidot. A moddszer kivaldoan miikodott,
szamos deléciot sikeriilt 1étrehoznunk (SceAA-SceAF, SceAH, SceAl), amely a Al-2 deléciot
proximadlis iranyban megndvelte. Ezek koziil 2 (SceAA ¢és SceAC) a TRE kisebb darabjait
tavolitja el, a tobbi a teljes TRE-t. Erdekes modon a fenotipus egyik esetben sem tért el a A1-2
esetében tapasztaltaktol. Az eredmény magyardzata az lehet, hogy a masik 2 bxd TRE
helyettesiteni képes a hianyzo funkcidjat. Ebbdl kiindulva kivagtuk a teljes bxd PRE/TRE-régiot
is. A A7-13 delécio 4altal eltavolitott 3036 bp-os szakasz magaban foglalja mindhidrom
vélelmezett PRE/TRE-t, a TRE]1 transzkriptum elsd 40 bazisat kivéve a TRE-krol képz6dé RNS-
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templatokat (Sanchez-Elsner és mtsai., 2006), valamint az S1 és S2 enhanszereket tartalmazo
fragmentumok egy-egy részét is (6. dbra, 42. oldal). A heterozigéta (A7-13/+) és hemizigota
(A7-13/pbx?) allatok mégis életképesek voltak, sét nem mutattak a A1-2 és mas kisebb deléciok
esetén tapasztalt poszterior transzformacidkat sem. A homozigdta A7-13 legyeken azonban — a
szarnytranszformaciok kivételével — megfigyeltik a Al-2-re jellemzd fenotipusokat. A A7-13
kisebb delécokhoz viszonyitott enyhébb funkcidonyeréses fenotipusaira nem ismerjiik a pontos
magyarazatot, de ugy gondoljuk, a jelenségért az S2 enhanszer részleges eltavolitasa lehet a
felelds. Elképzelésiink szerint az S2 enhanszer optimalis miikddése eléfeltétele annak, hogy az
Ubx ektopikusan kifejezddhessen. Ezt a hipotézist az S2 enhanszer in situ boncolasaval
valoszintileg igazolni lehetne, az erre iranyuld kisérleteket a jovében tervezziik elvégezni.

Annak ellenére, hogy a bxd PRE-régiobol kiejtettiink minden ismert és feltételezett TRE-
t, nem kaptunk anterior iranyt transzformaciokat. A A7-13 homozigota embriok UBX-festddése
inkabb a vad tipust embriokéra emlékeztet, csak a 3. torszelvényben (PS5) jelenik meg ritkan a
A1-2 embriokéhoz hasonlo, egyébként az 1. potrohszelvényre (PS6) jellemzd mintazat-rész (8.
dabra, 47. oldal). A Al-2 homozigdta embridkhoz hasonléan a 7-13 homozigotdkban sem
tapasztaltunk sehol funkcidvesztéses mutdciora utaldo csokkenést az UBX fehérje kifejezodési

szintjében.

PRE-duplikaciok

Transzgenikus konstrukciokba tobbszords kopiaban beépitett bxd PRE-darabok képesek
voltak gatolni a szomszédos riportergén atirddasat (Horard és mtsai., 2000). Kivancsiak voltunk
arra, vajon megvaltozik-e az Ubx gén miikddése, ha olyan kromoszémékat allitunk eld, amelyek
eredeti pozicidjukban tartalmazzdk két kopidban a PRE bizonyos részeit. A konverzios

kromoszoémak FRT-helyei kdzott rekombinaciot indukélva az FRT-szekvencidk altal kdzrefogott

PRE-szakaszok tandem duplikacioit tudtuk eldallitani. Ezt a stratégiat alkalmaztuk a @ és @

(268 bp-os duplikacio), a @ és @ (664 bp-os duplikacid), valamint a @ és ® jelti (1193 bp-os

duplikacié) konvertdnsok esetében. Fontos, hogy markergén egyik esetben sem maradt a
duplikaciokat tartalmazod kromoszomakban. A duplikdcidkra heterozigota vagy homozigota
allatok egyarant vad fenotipustiak voltak. Még érzékenyitett hattéren — egy kopia Ubx gén

jelenlétében — sem talaltunk olyan fenotipust, amely az Ubx gén lecsokkent mitkddésére utalt
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volna. Ugy tiinik tehat, hogy a bxd PRE ,megerdsitése” a tandem duplikacid altal nem
befolyasolja az Ubx gén normalis miikodését. Ezzel szemben, a teljes BX-C tandem duplikacidja
[Dp(3,;3)P5] részlegesen visszaszoritja az Ubx gén ektopikus derepresszidjat, kozeliti a vad
tipushoz: ahogy korabban emlitettiik, a Dp(3,;3)P35 részben szupresszalta a Al1-2 funkcidonyeréses
fenotipusat. Ugy gondoljuk, ezt a részleges szupressziot a deléciés kromoszoma és a Dp(3,3)P5
kromoszoémén 1évé két kopia bxd PRE vagy a BX-C-ben taldlhato mas PRE-k kozotti

kolcsonhatas eredményezi.

A PRE-mag helyettesitése mas szekvenciakkal

Mivel minden PRE kiilonb6z6 nukleotidsorrenddel rendelkezik, nem tudjuk, mik azok a
feltételek, amelyeknek szekvenciaszinten teljesiilniiik kell ahhoz, hogy egy adott szakasz PRE-
ként mikodjon. Az sem vilagos, hogy az egyes PRE-k tartalmaznak-e az ismert kotohelyeken
kivil maés, csak az adott PRE-ra jellemzd szekvencia-motivumokat. Tovéabbfejlesztett
modszeriink lehetévé tette, hogy a bxd PRE magjanak mas szekvencidkkal torténd
helyettesitésével kozelitsilk meg a kérdést (/0. abra). El8szor hat kiillonb6zd, BX-C-ben talalhato
PRE-t (Mihaly ¢és mtsai.,, 1998) vizsgaltunk meg két fehérje-kotdhely eléfordulasa

[]= sacil hely

. . § = -scel
Y= P-elem ‘ ‘ . = rosy+

‘ =FRT o

219700 218800
[ I | I I |
ube] TTIT T T T T T T 17 P
D----‘----4 185bp A17
| = caGa R ‘ —————— 4 280bp A10
| = canTAs I:I- ---------- ‘- ---------- 1 413bp A17-4
bommmmmmomomoooos Y- 1 665bp A1-2

10. abra A bxd PRE kozponti részének vizsgalatara és a PRE-mag helyettesitésére hasznalt
fobb konstrukciok vazlata. A folytonos vonalak genomi DNS-t, a szaggatott vonalak deléciokat
jelolnek. A koordinatakkal ellatott genomtérkép alatt elhelyezett fiiggéleges szines vonalak a
kovetkezd fehérjék lehetséges kotohelyeit mutatjak: GAGA (piros), PHO (kék) és DSP1 (zdld).
A Sacll hasitohelyre épitettiik be azokat a DNS-szekvencidkat, amelyekkel helyettesiteni
kinantuk a bxd PRE magjat.
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szempontjabol. Mind a hat PRE-ban megtalalhato ez a két fehérje-kotéhely, amelynek szerepet
tulajdonitanak a PRE-k altal kdzvetitett represszioban. A CCAT-motivum (Mihaly és mtsai.,
1998) a PHO (Brown ¢s mtsai., 1998) ¢s a PHOL (Brown ¢és mtsai., 2003) fehérjék konszenzus
kotohelye. A GAGA szekvencia a GAGA-faktor és a PSQ fehérje kapcsolodasi helye (Lehmann
és mtsai., 1998). A halmozottan eléfordulo CCAT- és GAGA-helyek mintazatdban a legnagyobb
hasonlosagot a bxd és az iab-7, valamint az iab-5 (vagy masnéven Mcp) és iab-8 PRE-k kozott
talaltuk (/1A4. és 11B. abra, 53-55. oldal). A CCAT ¢és a GAGA kotohelyek a véletlenszerithoz
viszonyitott halmozott el6forduldsa kevésbé kifejezett az iab-2 PRE-régidban, az iab-6 PRE-ra
pedig nem is jellemzd.

A fehérje-kotOhelyek mintazataban talalt hasonlosagbol kiindulva elhataroztuk, hogy a
bxd PRE 185 bp-os magjat helyettesitjiik az iab-7 és az iab-5 PRE-k ,,hasonld” szakaszaival. Ez
utobbi szakaszok pontos kijelolésekor a kotohelyek elhelyezkedésén kiviil figyelembe kellett
vennlink azt is, hova tervezheték megfeleld PCR-primerek. A PCR moddszerrel eléallitott 191 bp-

os iab-7-fragmentum jo atfedést mutatott a Mishra és mtsai. (2001) altal azonositott minimalis

A

bxd PRE-régio (185 bp)

219001
219061
219121
219181
219241
219301
219361
219421
219481

gaatacaagc
agccataaaa
agccataacg
tgacgtgcgt

ccgaaaaaga
ccccagtgeg
gcagaaccaa
aagagcgaga

agaagaagcg
aaatgctact
agtgccgata
tacagataag

gcggaagaac
gctctctagg
actcaaaaag
actacgcgca

gcactcaaaa
ccacgccccce
agagagggct
ccataatggce

tccgaaaatg
ttcacacgga
attccaagtc
tgcgccgtaa

agcgagagceg

atccgagcga

gaaggctaac

cgtatctctc

cctctcteeg

cagtcgcggce

gcagtcgcetg

cctctgcage

tcecgtegeca

taactgtcgt

tcgtaatgge

cgttttaagt

gcgactgaga

tggcctcata

tgctctettt
taattagtat

cgccttgcectce
tgatttaatt

iab-7 PRE-régio (191 bp)

83221
83281
83341
83401
83461
83521
83581
83641
83701
83761

taatttccgt
atcagtttcg
tatcatttct
tcggcaattc
gctgaaaatg

cttaatattt
tatgcgagtt
tttcagcccce
ggattcccgg
aagaagaaga

atcgtttgcet
tttcttetet
gcccagtgaa

actattattt
atagataaaa
gaaaatgccc
cgaagaggca
ggcgagacag

gaatctgaat
cgctggttgt
aatttggcag

ttagagtatt
tagctttcceca
aacaaaatgc
gtggatttaa
cggcagccat

ggtttgtcte
gtttgcececat
cttgcaaaag

aacaaggctt
taattaaata
cgtcggcgga
tggagcceca
catggatgtg

aattgtttgg
gtttgcttat
cggctatgaa

ttccaagaac
aatccaacat
atcgaaaatg
tgatggccga
aaagagagcg

tgctcttggce

ctctcteget

cgcgctegtg

cctacgacag

tgcggtattce

cacagcggcc

atgctcgctce

catgctgctce

tgctcgecac

tcacctgcga

cgtcgtctgt

tgtgaagttc

ttgcgacgtg
tgtgagcgag
agacaaaaac

agcgaccgaa

cgagggagcg
aa

actcggggcce
gaggaatttc

ccgaaaaact
gagggacttt

agaggcccaa
ctgcgactgc

aaaacaggat
gtcgtcgceccce
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Mcp PRE-régio (189 bp)

113641
113701
113761
113821
113881
113941
114001
114061
114121
114181

62581
62641
62701

gttttaacta
aaaaattccg
caaatttagt
catctgcagt

cagtccaata
caccagctgc
tgacaaaatc
caaacgtcac

aactgataag
atactgcgca
gacttaaacg
acagatacaa

cagagcagaa
tgagctcecca
cagaagatac
tgtcggaaaa

aaaaccgaaa
ttttcagggg
atttactacc
agaggccatg

aaaaatctag
taacaaagcg
cacacaaacg
ttttcagagg

cagccatcaa

tgttgccatce

tttgtcgege

ggccatgtat

tatgtgtaag

gaggaagact

acatcaataa

gcctgttgtce

tcacttactc

tcacgcacta

acacatgaga

aacccaagcg

ttgtaagtgt

gcgtaatgcg

cataagctgc
aatttatgta
aaatctaagt

tttccecggag
gatatcataa
agcgcaccag

ttgttgtccg
aggatatcgg
gaaaataact
agttaggttg
ttacgtcggce
tttcaaattt

iab-2 PRE-régio

171241
171301
171361
171421
171481
171541
171601
171661
171721
171781
171841

gaactgcagt
tctectttte
gtttggctgc
gttttgctct
agacactgcg
gctcgcacct
cgcgtgtgte
aaataattta
gggggttgat
ctccagtaac
agtgtttgtt

iab-6 PRE-régio

100561
100621
100681
100741
100801
100861
100921
100981
101041
101101
101161

gggtgcggca
aaagataccc
gacgaattcc
tgcgatggct
tggcaatcac
atagtggcgt
cgcacaccac
tcagacctgg
cggttggcect
ccatcaacgc
accagctatt

aaaagaaaaa
acaaataaat
ctgagttaag

ctggagcccc
ageecattccg
ctcatttgca

cggtgaggtg
atgtcecatga
gaaaactaat
ttatagttac
aaactaaaaa
gtaaattatt

tggcattgga
gctcagatcc
gccgactcac
ttccetetet
gcagccatgt
gcgcttagee
ctgggagtcg
gattagtttg
tagaattgaa
aatgtttttc
taacaagaaa

cacgagcgcc
agatacattt
aatcggccga
gcggcaaagc
atttgtcaga
ttcaggcgtg
tgcacgcacg
cctcagagcc
cttcgggact
attggattta
acatttaata

tttccaacag
caataggggg
ttttaaatta
tttaaaatat

ggtgttggag
cttttaattg
taaatttatc
ttctcecettee

gaaaggagac
cagttcccgg
atttgtgttt
gtatatttgt
tttatttaca
attttattac

aaatcaataa
acattcacat
cactcacact
ctatgacaat
tggattecat
attggcggee
tgatttatgg
gtattcctgg
attgctattg
gcattttatt
ttaatttaaa

gcctgccggce
acattgatgt
ttaaagcagt
aaatcgggtt
tactttcgaa
gcaacgtcga
aataccagcg
cgtatctgag
ctagaccggg
gtcatcttca
aaccatatta

cgagcgtcct
cgccagcgca
tttaaatcac
atttattaag

tccecggagtt
cctgcctaga

agactgagct
aatatctagt
tgaactcagc
taaaattact
aattggaaac
aaaggttgac

caaagttggg
ccacgtgtga
aagaaaaaac
gtgtgtgtgt
cactccgtcc
attgcggggg
gacgaattgt
ccacaggata
ccccecttecce
gctgctectec
agattaattt

cgaaccggca
tatccttcag
ccgccagggg
tagctgccgg
gcgctgtgeg
cgtcgacagc
catttcgtac
gccaagaaac
gatctctata
actggggctt
taaataacat

ctggtgggtt
aaaggtttgg
ttaaaaataa
atataattta

ggaggccgceg
ctgtagtcgt

ggatattgaa
gcccgecatgt
tactagcaat
tttttcatta
agggaatgct
aaacggagca

ccgtgactca
gtgctctett
tcaggcgttg
gtgtctacct
tgcgagccag
tcgtaaatct
agctgctcat
gcagggggaa
tttacactgt
ttaaattaaa
gaatttaatt

gtctgcccag
ctgcaactgc
gcgctcgegt
tcggecatct
tcecttttete
ggcggcagcet
cgcccccaac
cgcacttatt
ctcatagata
ccttgaataa
aattaaaata

gtcagcaaag
atattggcta
gtgataaaat
tttcttececce

gcacccatga
tteecatattg

aaatcgaccc
tagaaccctt
ctttttttct
tatatgtgaa
catatataaa
gctccccaaa
gataattaaa

aagtgagcgc
cgcaattccg
ccatgccgac
gtgcgaaggce
cagccatctce
tgtttagggg
tgtagcgtgt
aacgggaaag
ttcctgttca
agcaaagtat
atcggataat

tgggagatac
agcctcggga
gcgtttatct
tggatttatc
gcacatgcgc
gcgtcgccca
cgccgctcecat
tattgaaact
ataccccgaa
aaatatttct
tttttaaatt
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101221
101281
101341
101401
101461
101521
101581
101641
101701

aataacataa
ttcgtaatcg
ccacatttta
cgcaatttat
caatttaata
ttggtcgact
cttactgttt
taattgacaa
ctcgcagcct

aataagtatt
ttcecatttta
atccgctgtg
attcaatagt
agcattttac
tgccgacggce
gctggcattt
ttagctgaca
tgactaattg

ggaacgcttt
aaacatttct
ttttctatta
attttgtagt
agatatagtt
acttcaagct
atgcaaattg
aatgctaatg
aggcgacaat

aaatattttt
ttcatttcta
ttatattttc
gcaaagggct
gttcatagtt
cgctttgaaa
ctgtattgcg
gtgaatgcca
tggcggcgcece

ctttacccaa
taagatatat
ttatgataca
ccatctaaat
gttagtggac
tacgctcttt
gaccacacac
ccgacceatt
cagaatttat

taccaagact
tttaatattt
tttaacattc
taatttaata
cgaatttaat
tcagttccgce
tggcaccagc
ggaatggaga
tcaagccacg

11. abra A BX-C PRE-szekvenciainak dsszehasonlitasa. (A) A GAGA(G)- (piros) és a CCAT-
(kék) kotéhelyek eléfordulasa a BX-C 6 PRE-régidjaban. A két motivum atfedéseit ciklamen
szinnel emeltlik ki. Az aldhuzassal jeloltiik a 185 bp-os bxd PRE-magot, valamint az iab-7 és
Mcp PRE-k azon részeit, amelyekkel a bxd PRE-magot helyettesitettiikk. Szaggatott vonallal
huztuk ald az iab-8 PRE I11.B abrdn feltiintetett részét. Az alahuzott szakaszok mérete a
szekvencidk felett zarojelben lathatd. (B) A GAGA(G) (piros vonal) és a CCAT (kék vonal)
motivumok mintdzata a BX-C-ben talalhat6 4 ,,leghasonlobb” PRE-ban.

funkcionalis iab-7 PRE-val, amely 230 bp méretlinek adddott. Az altalunk eldallitott 189 bp-os
iab-5-szakasz szintén jO atfedést mutatott a kordbban azonositott 138-bp-os minimalis iab-5
PRE-val (Busturia ¢s mtsai., 2001). A felszaporitott iab-7- és iab-5-fragmentumokat beépitettiik
a kiejtend6 PRE-mag mellé. Mivel nem ismert, hogy a PRE-k rendelkeznek-e iranyultsaggal, és
ha igen, ezt mi hatdrozza meg, mindegyik, az ,idegen” PRE-fragmentumok kiil6nb6zd

orientdcioinak megfeleld6 konverzidos donor plazmidot elkészitettiik. A sikeres konverzidon
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keresztliilment kromoszdémakat azonositottuk, majd Flipaz enzimmel rekombinaciét indukaltunk
az FRT-szekvencidk kozott. Az FRT-k éaltal kozrefogott bxd PRE-mag ¢és a markergén
eltavolitasat a GFP-fluoreszcencia megsziinése jelezte szamunkra.

A kiilonbozé bxd PRE-mag mutaciok altal okozott fenotipusok kvantitativ értékelésében
a legnagyobb nehézséget az jelentette, hogy mar a kontroll delécio (A17, 185 bp) altal okozott
transzformaciok erdssége és penetrancidja is a heterozigéta tdrzsben generaciordl generaciora
fokozatosan csokkent a kezdeti (F1 generacio) 24 %-os penetrancidhoz képest. Hasznos lett
volna a fenotipus penetrancia-értékeit a deléciéra homozigota torzsben is vizsgalni, ez azonban
tobb okbol sem volt lehetséges. Egyrészt az F2 generdcioban nagyon ritkdn keltek ki homozigdta
legyek, masrészt a penetrancia-érték generaciordl generaciora csokkent a homozigota torzsben is.
fgy mire a deléciéra homozigéta térzset sikeriilt annyira felszaporitanunk, hogy az statisztikailag
szignifikdns szdmu egyedet tartalmazzon, a homozigéta legyeknek mar csak 8 %-a mutatott
valamilyen transzformaciot. A A17 homozigdta allatok nagy része babozddas elétt elpusztult;
viszont az életképes egyedek nem mutattak erdsebb fenotipust heterozigota sziileiknél. Az UBX
fehérje kifejez6dési mintdzatdnak vizsgédlata szintén nem vezetett eredményre az egyes
HKicserélt” bxd PRE-magokat tartalmazd torzsek Osszehasonlitidsa szempontjabol. A Al7
embriok T2 szelvényében nem lattunk ektopikus pottyoket, a T3 szelvényben tapasztalhatod volt
ugyan az UBX szintjének emelkedése, de ez annyira enyhe volt, hogy nehéz lett volna a
kiilonbséget objektiven értékelni. A Al17 larvak szarnydiszkuszaiban szintén nem taldltunk
ektopikus UBX-festddést. Mindezek alapjan tigy dontdttiink, hogy a ,kicserélt” bxd PRE-magok
fenotipikus hatésait abban a generdcioban elmezziik, amelyben el0szor azonosithaté a ,,vad”
PRE-mag delécidja, ilyen modon ugyanis az eredmény tobb fliggetlen kisérletben reprodukalhato

volt.

A kicserélt ,,idegen” PRE-kra heterozigota allatok vad tipustnak bizonyultak mindkét
PRE esetén (4. tablazat). Az sem szamitott, melyik orientacidban iiltettiik be dket a bxd PRE-
mag helyére. A homozigéta allatokon sem lattunk semmilyen anterior vagy poszterior
transzformaciot. Ezutdn egy szigoribb tesztben is megvizsgaltuk az ektopikus PRE-k
viselkedését: a 185 bp-os delécidt disztalis irdnyban megnoveltik 228 bp-ral a homoldg
kromoszomakon talalhatd FRT-szekvenciak kozotti rekombinacioval (5. dbra, 40. oldal). A
kisérletet az indokolta, hogy — bar ennek a disztalis szakasznak az eltdvolitisa 6nmagaban nem

okoz szelvénytranszformaciokat — a 185 bp-os delécido 95 bp-ral torténd megnodvelése (A10)
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mintegy 3,5-sz0r0s emelkedést eredményezett a fenotipus penetrancidjaban. Azonban az
ektopikus PRE-k mellett megnovelt bxd PRE-deléciot heterozigdta forméaban hordozo allatokon
sem vettiink észre transzformaciodt (4. tablazat). Az iab-7 és az iab-5 PRE-k tehat teljes

mértékben helyettesitették a bxd PRE-bol hianyzo6 413 bp hosszi szakasz funkciojat.

Genotipus N PT [%]
jab-7 <5 708 0

iab-5 S 417 0

H1¢S 871 32,9+ 1,8
H2S 1118 37,5+3,5
GAGA¥* 661 1,84 0,16
PHO* 354 4,06 + 0,17
GAGA*+PHO* 789 27,5 +3,1
A17 (185 bp) 750 242 %24
GAGA*+DSP1* 1143 1,51 £0,11
PHO*+DSP1* 553 5,16 + 0,33
AMN+GAGA* 141 4,35 + 1,65
AMN+PHO* 123 28,5+ 1,1
AMN+GAGA*+PHO* | 147 63,7 + 10,2
AMN+ iab-7 5 207 0

AMN+ iab-5 3 158 0

4. tablazat A PRE-cserék és a bxd PRE-mag kotohelymutacioi altal okozott fenotipusok
penetrancia-értékei. ( )“° = PRE-csere, ( )* = elrontott kotéhely(ek), AMN = megnagyobbitott
delécid, N = a kiértékelt legyek szdma, PT = a poszterior transzformaciok penetrancidja

Az NCBI weboldalan taldlhatd programmal megvizsgaltuk, hogy a 185 bp-os bxd PRE-
magnak vannak-e homoldgjai az emlésok elérhetd genomszekvencidiban. Tekintve, hogy a

PRE-k nem azonosithatok klasszikus homoldgiakereséssel, nem volt meglepd, hogy minddssze
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egy 20 bp hosszll fragmentummal taldltunk homolédgiat. Homo sapiens-ben és Gorilla gorilla-
ban ez a homologia 100%-0s volt. Rattus norvegicus-ban az elézdével részben atfedd, 19 bp-os
szakasz mutatott teljes azonossagot a Drosophila szekvenciaval (Isd. ANYAGOK ES
MODSZEREK). A megtaldlt emlds nukleotidsorrendek a genomok nem-kodolé régidiban
talalhatok. A 20 bp-os homoldg szakasz kozelében talaltunk 1 GAGA- és 3 CCAT-helyet a
human genomban (/2. abra). Kivalasztottuk azt a klonozhatd 263 bp-os szakaszt (H1), amely
tartalmazta mindezeket, és az elézéekhez hasonldan helyettesitettiik vele a bxd PRE magjat.
Kontrollként kijeldltiink egy olyan fragmentumot (H2, 222 bp) a HI kdzelében, amely nem
tartalmazta egyik kotShelyet sem. A magjatol megfosztott bxd PRE-ba diltetett human
szekvencidkra heterozigota mutattdk  azokat

legyek nagy gyakorisaggal poszterior

transzformaciokat (4. tablazat), amelyeket a bxd PRE kritikus szakaszainak dnmagukban torténd

110461
110521
110581
110641
110701
110761
110821
110881
110941
111001
111061
111121
111181
111241
111301

gtgcagcctc
tgacgactac
ggtctgaggg
gggcctggee
gaggaggggc
cgctacccecceg
gagcccctce
caccccagct

tgggctgcegt

ctgatgggtc
gatgacacag
aggaggggcyg
gcctgggtcet
tggggtccca
aatctcctag
tcceggetgg
cctgcagccg
gcctecctget

cccatcecege
acgatgacga
gggggtcctg
gagggaggag
cagtacaaag
caggaatcca
actggagcct
ggcctctgee
gggtggatcg

ctctctgcca
ccctttcaac
aactcctggg
gggctggggce
ccaattccca
agcgctttgt
ggctcceccte
ccccteecge

caccgggcag

tgcceccgeat
cctcaggtac
tctgagggag
ccggactcct
ctccattccce
gcagtggcag
ttcggtgage

cctcecgaget

caaaccccag
tggatgcctg
gaggagctga
gggtctgagg
tcctcteece
tcgtctatect
ttccaagggc

gctccaggca

gcccteccage

ctgcatcact

gccctgTCTC

TCCCTCTCTC

CGCAGTtcct

tcecectggetg

ccggaggaga

ccccactaac

ccagcctgcc

tgggctctga

ccactaacac

tcttggccat

ggacagcctg

cacaggaccg

cctcecctget

cttggccact

gtgctcccat

ttctgtecectt

ggccttggga

gggcagacta
catccctgge

cccctgetge

gggagtaggg
tgccggtece

ccctgccaca

ctggcagggg
atccttggag

tcccagtggg

agggggcaga
ggactaagct

ctctgacccc

cagcctcgcce

g9999tgggg

ctgatctcaa

gtagctgagg
tcgcaccctt
gacatgagtc
ctcgtggcac

12. abra A PRE-cserékhez felhasznalt human szekvenciak. A H1 szakaszt alahtzassal
jeloltiik, a kotdhelyek szinkodja megegyezik a /1. dbraéval. Nagy nyomtatott betlikkel szedtiik

a Drosophila bxd PRE-maggal 100%-0s azonossagot mutatd 20 bp-t. A H2 szakaszt zold szinnel
emeltiik ki. A feltiintetett szekvencia elérési kddja (accession number): AC008746.
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eltavolitasakor is tapasztaltunk. A penetrancia-értékek kicsit még magasabbak is voltak, mint az
»egyszeri” Al7-re heterozigdta legyek esetében, amelyek nem hordoztak extra szekvenciat (H1:
32,9 + 1,8%; H2: 37,5 + 3,5%; A17: 24,2 + 2,4%). A GAGA- és CCAT-kotohelyeket tartalmazo
humén H1-fragmentum tehat nem képes helyettesiteni a bxd PRE-mag funkcigjat, s6t ugy tlinik,
a H2 — és talan a H1 is — az épen maradt kornyez6 bxd PRE miikodését bizonyos mértékben még

gatolja is.

A PRE-magban talalhato fehérje-kotohelyek elrontasa

Ahogy a [1A4-B. abran (53-55. oldal) is bemutattuk, a bxd PRE 185 bp-os magja 5
CCAT- és 6 GAGA-motivumot tartalmaz. DNaz I ,footprinting” kisérletekben bizonyitottak,
hogy a GAGA ¢és a PHO fehérjék valoban kotédnek ezekhez a motivumokhoz (Mahmoudi és
mtsai., 2003). Kivancsiak voltunk arra, ezek a kotdhelyek milyen mértékben jarulnak hozza a
PRE funkci6jdhoz, ezért elkészittettiik a 185 bp-os szakasz olyan valtozatait, amelyekben a
GAGA- ¢és/vagy a CCAT-helyek hibasak. Ezeket a szintetikus DNS-fragmentumokat a
fentieckhez hasonléan beépitettilk a konverzidos donor konstrukcioba (/0. dabra, 52. oldal),
eldallitottuk a konvertans legyeket, majd eltavolitottuk a kromoszoméabol a PRE-mag vad
parhuzamos  vonaldt  vizsgaltuk mutians fenotipus szempontjabdl. A  poszterior
szelvénytranszformaciok penetrancidja a GAGA-helyekre mutans legyekben 1,84 + 0,16% volt
(4. tablazat, 57. oldal). A mutans CCAT-helyek esetében ez az értek 4,06 + 0,17%-nak adodott.
Ha mindkét kotohelyet elrontottuk, a transzformaciok gyakorisaga 27,5 + 3,1% volt. A kétféle
elrontott kdthely esetén tapasztalt magas penetranciaérték atfedett a PRE-mag teljes hidnya altal
okozott penetranciatartomannyal (A17: 24,2 + 2,4%). Tehat a GAGA- és CCAT-kotohelyek
specidlis — bar pontosan nem definidlt — kombindcidjanak jelenléte feltétleniil sziikséges a bxd
PRE magjanak optimalis mitkodéséhez. Ugyanakkor ha a magon beliil csak az egyik tipusu
kotohelyet rontjuk el, és a masik érintetlen marad, akkor az ép kotohelyek nagymértékben
képesek ellatni a hibas motivumok funkcigjat. Feltételeztiik, hogy ehhez a maggal szomszédos
szekvencidk ,,segitségét” is igénybe veszik; ezt vizsgaltuk meg a kovetkezd kisérletekben.

Az elrontott kotohelyeket tartalmazd PRE-mag melletti 185 bp-os delécidt — a fentiekhez
hasonloan — az FRT-helyek kozotti rekombindcidval ismét megndveltiik 413 bp nagysagura. Ez a

nagyobb delécié a PRE-mag kotOhelyein kiviil kivag még 2 GAGA- és 2 CCAT-motivumot. Az
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ilyen légyvonalakban a transzformaciok penetranciaja 4,35 + 1,65% volt az elrontott GAGA-
helyek esetén, és 28,5 £+ 1,1%-nak adddott a mutans CCAT-helyek esetén (4. tablazat, 57. oldal).
Végiil azok a legyek, amelyekben a 413 bp-os delécié mellett mindkét kotohelyet elrontottuk,
extrém magas gyakorisaggal mutattak funkcionyeréses fenotipusokat (63,7% = 10,2%). Ez az
értek megkozelitette a A10 (78%) ¢és a Al-2 (64%) deléciok penetrancidit. Tehat —
varakozasunknak megfeleléen — a PRE-maggal szomszédos szekvencidk is nagymértékben
potolni képesek a PRE-magban elhelyezked6 egyik vagy masik kotdhely szerepét.

A GAAAA-szekvencia — amely szdmos PRE-ban megtaldlhatd — egy nemrégiben
megjelent kdézlemény szerint fontos szereppel bir a PRE-k felépitésében és miikddésében
(Déjardin és mtsai., 2005). Ugy gondoljak, ez a motivum a DSP1 fehérjét koti. A 185-bpos bxd
PRE-magban minddssze egy GATAA-kotohely talalhatod, amelyet a szerzok a DSP1-kotShely
egy lehetséges variansanak jeldlnek meg. Ez a motivum a BX-C kozzétett szekvencidjaban
(Martin €és mtsai., 1995) a 219203. pozicioban talalhatdé meg. Meg kell jegyezniink azonban,
hogy a P-elem kozvetitette ivarsejtvonal-transzforméciokhoz és a génkonverzids kisérletekhez

egy olyan torzset (cn'; ry’”

) hasznaltunk, amely ebben a pozicioban a GATAG-szekvenciat
tartalmazza, ami a ,kanonikus” GAAAA-szekvenciatol 2 nukleotidban is eltér. A GATAG-
szekvenciat szinte minden konverzids kisérletiinkben érintetleniil hagytuk. Kivételt képeznek a
szintetikus oligonukleotidok felhasznélasaval késziilt konstrukciok, amelyek a hibds GAGA-
¢s/vagy CCAT-helyeket tartalmaztdk. Ezeket az oligonukleotidokat ugyanis ugy készittettiik el,
hogy az emlitett pozicioban GATAA-helyet hordozzanak. A GATAG/GATAA
polimorfizmusokat hordoz6 legyek fenotipusainak értékelésekor kideriilt, hogy ennek az
egyetlen kotohelynek az elrontdsa 6nmagéban nem eredményez fenotipikus valtozasokat.

Ezt kdvetden a DSP1-kotohelyet egyszerre mutéltattuk a PRE-mag GAGA- vagy CCAT-
motivumaival. A GAGA- ¢és DSPI1-kotéhelymutaciokra heterozigota legyek fenotipusanak
penetrancigja 1,51 + 0,11% volt, amely nagyjabol megfelel az egyszerli GAGA-hely-mutansok
penetrancidjanak (1,84 + 0,16%) (4. tablazat, 57. oldal). A CCAT- és DSP1-motivumok egylittes
elrontdsa heterozigdta formaban 5,16 + 0,33%-0s gyakorisaggal okozott poszterior
transzformaciokat. Noha ez az érték kicsit magasabb, mint csak a CCAT-helyek elrontasakor
tapasztalt fenotipus-gyakorisag (4,06 = 0,17%), az eltérés statisztikai szempontbol éppenhogy
szignifikdnsnak tekinthetd. Az iab-7 PRE-val végzett transzgenikus kisérletek eredményeivel

(Déjardin és mtsai., 2005) ellentétben nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy a bxd PRE magjaban
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talalhato 1, valamint a téle disztalis iranyban elhelyezkedd 228 bp hosszu szakaszon talalhato 4
DSP1-kotéhelynek szignifikans szerepe lenne a bxd PRE miikddésében.

Tovabbi kisérletekben tervezziikk az egyes bxd PRE deléciok és kotdhely-mutaciok
fenotipusainak Polycomb mutans hattéren torténd kvantitativ vizsgalatat. Ezenkiviil szeretnénk
tovabb finomitani a PRE-k szekvencia-kovetelményeinek és fehérjék altali hozzaférhetdségének
meghatarozasat példaul olyan DNS-szakaszoknak a bxd PRE-mag helyére torténd betiltetésével,
amelyekben a kotohelyeket egymashoz képest 5 bp-ral ,eltoltuk”, illetve a koztik 1évo

tavolsagot megnoveltiik.

A lokalis kromatinszerkezet vizsgalata a bxd PRE-ban

A fenotipus-analizissel és az immunhisztokémiai festéssel csupan kozvetetten, az Ubx gén
megvaltozott miikodésén keresztiil észleltiik azokat a kromatinszerkezeti valtozasokat, melyeket
a bxd PRE mutacioi okoztak. Hogy kozvetlen informaciot nyerjilink a helyi kromatinszerkezetben
bekovetkezd valtozasokrol, létrehoztunk egy enhanszercsapdéhoz hasonlé moédon miikodo
rendszert. Ennek 1ényege, hogy génkonverzioval eldallitottunk olyan kromoszémakat, amelyek a
bxd PRE bizonyos pozicidiban a Gal4-VPI16 mellett 1 FRT-szekvenciat tartalmaztak, amely
segitségével a markergént Osszekapcsoltuk a kordbban létrehozott delécidkkal. A ,jelolt”
deléciokat hordozo allatokba keresztezéssel bevittiik az UAS-eGFP gént, igy a Gal4-VP16-r6]
termelddo transzkripcids aktivator az UAS-szekvencidkon keresztiil indukélta az eGFP fehérje
kifejezddését. Az ilyen larvak kozponti idegrendszerében vizsgaltuk az eGFP (/3. dbra és 14.
dabra, 63. oldal) és az Ubx (14. abra, 63. oldal) kifejez0dési mintazatat. Azt tapasztaltuk, hogy
azok a deléciok, amelyek nem okoztak valtozast a fenotipusban, nem modositottak az eGFP —
bxd régio altal szabalyozott — korlatozott kifejez6dését sem, hasonléan a kontroll Gal4-VP16-
inszerciokhoz (/3. dbra). Ezzel szemben a transzforméciokat eredményez6 delécidkat hordozo
larvakban az eGFP-mintazat az eliilsd testszelvényekbe is kiterjedt (derepresszid).
Ugyanezekben a torzsekben az UBX is megjelent a PS6-t6l elérébb 1évo testszelvényekben (/4.
abra A, 63. oldal). Tehat a bxd PRE esszencialis részének eltavolitasa valtozatlanul Ubx-
derepressziot eredményezett akkor is, ha a PRE ,,maradék” részében, a delécio mellett jelen volt
a 2,3 kb nagysadgu Gal4-VP16 markergén is. Az eGFP ektopikus kifejezédése pedig hilien

tiikrozte a bxd szabalyozé régid derepresszalodasat.
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(Gal4-VP16) © (Gal4-VP16) ® (Gal4-VP16)

A8-4 (Gal4-VP16) A9-4 (Gal4-VP16) A9-5 (Gald-VP16)

13. abra Az eGFP Kkifejezodési mintiazatabol a lokalis kromatinszerkezetre
kovetkeztethetiink. A bxd PRE-ba épitett Gal4-VP16 markergén (és az altala aktivalt eGFP)
csak akkor mutatott ektopikus expressziot a larvalis kozponti idegrendszerben, ha olyan delécio
mellé iiltettiik, amely a feln6tt allatokban is transzformacidkat okozott.

Amikor ugyanazokban az allatokban alaposabban 0Osszevetettik az eGFP és az UBX
kifejezddését, két 1ényeges kiilonbséget vettiink észre az expresszid erdsségével €s mintazataval
kapcsolatban (/4. abra A). Egyrészt a delécids larvakbol szarmazo agyakban az UBX sokkal
kevésbé fejezddott ki a PS6-t6l eldrébb 1évo testrészekben, mint az eGFP. Ennek valoszint oka
az, hogy az Ubx bonyolult, a delécid altal nem érintett szabalyozdsi mechanizmusai
megakadalyozzak a célgén elérébb  torténé  kifejez6dését  (Isd. EREDMENYEK
MEGVITATASA), mig az eGFP mintazata a helyi kromatinszerkezeti viszonyokat tiikrozi.
Masrészt a delécios allatokban a csak Gal4-VP16-inszerciot hordozd kontroll agyakhoz képest

nagymértékben lecsokkent az eGFP kifejez0dési szintje (/4. dbra B). Ezzel ellentétben az Ubx
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UBX UBX

® (Gald-VP16) 3>

A9-4 (Gald-VP16)

ventralis dorzalis

(v

Jelmagyarazat:

S1(?) és S2
enhanszer

Bl /xdPRE

14. abra A bxd PRE feltételezett kapcsolédasa az Ubx promoteréhez és enhanszeréhez. (A)

A Gal4-VP16 markergén-beépiilést [@ (Gal4-VP16)] és a marker mellett deléciot [A9-4 (Gal4-

VP16)] hordozé 3. stadiumos larvakbol szarmazé agyak UBX és GFP kifejez6dési mintazata. A
GFP-fluoreszcencia dokumentalasdnal a konnyebb attekinthetdség érdekében nem azonos
expoziciés 1d6t hasznaltuk. Az 4bra jobb oldalan felvazolt modell szemlélteti, milyen
kromatinszerkezeti valtozasok allhatnak a kétféle genotipusu allat kozott tapasztalhatod
kiilénbségek (az UBX ¢és a GFP koncentracidja és eloszlasa) hatterében. A szaggatott kék nyilak

vastagsaga az enhanszerhatas erdsségét mutatja. (B) A @ (Gal4-VP16) és a A9-4 (Gal4-VP16)
genotipust larvakbol szarmazo agyak osszehasonlitdsa azonos beallitasoknal.
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szintje a kontroll allatokban alacsonyabb a delécios larvakhoz képest. A jelenség magyardzatara
felallitottunk egy modellt (/4. dbra A). Eszerint a bxd PRE Ubx promoter - Ubx enhanszer - PRE
komplexeken keresztiil fejti ki szabalyozo hatisat azokban a szelvényekben is, ahol a bxd
szabalyozo-régid aktiv. A komplexek DNS-elemei fehérjéken keresztiil kapcsolddnak
egymashoz. A bxd PRE az Ubx gén egy vagy tobb enhanszeréhez is kotddhet. Ha a PRE nincs
jelen a kromoszomaban, a delécidé kornyéki DNS-szakasz sem tud az Ubx promoter - enhanszer
komplexhez horgonyzodni. A PRE-delécié mellett 1évé Gal4-VP16 igy kevésbé tudja ,,elszivni”
az enhanszerhatas egy részét, ezért az majdnem teljes egészében az Ubx kifejeztetésére tud
forditodni. Ezaltal magasabb lesz az Ubx és alacsonyabb a Gal4-VPI16 szintje ahhoz képest,
amikor a Gal4-VPI6—-inszerci6 mellett a PRE ¢ép ¢és ezaltal fehérjéken keresztiil az Ubx-
enhanszer komplexhez horgonyzodik. Ez utdbbi esetben a két gén ,,0sztozik” az enhanszer
hatasan. A bxd PRE helyi kromatinszerkezetére iranyuld elézetes kisérleteink ravilagitanak arra,
hogy a PRE-k nemcsak azokban a szovetekben kotddnek a promoterhez, ahol feladatuk a célgén
represszalt allapotban tartdsa (inaktiv domén), hanem ott is, ahol a szabalyozott gén kifejezddik

(aktiv domén). Az enhanszerek helyzete az inaktiv doménben egyeldre ismeretlen.

Felmertil a kérdés, hogy a larvalis kdzponti idegrendszerben az Osszeszerelddott Ubx
promoter - Ubx enhanszer - bxd PRE komplex felépitésében vajon mely enhanszer(ek) vesz(nek)
részt. Modelliink szerint ha a PRE ,,horgonyz¢” részét deletaljuk, a PRE nem tud az enhanszer -
promoter komplexhez megfelelden kapcsolddni, igy a PRE-ban levé markergén is ,,tdvol marad”
az enhanszert6l. Ennek kovetkeztében jelentds mértékben lecsokken a markergén expresszioja.
Elvben a Gal4-VP16 kifejezddéséért felelds enhanszer delécidja is a markergén kifejezddésének
csokkenését vagy megsziinését kellene eredményezze. A lokalis kromatinszerkezet vizsgalatara
iranyzott kisérleteink sordn felfedeztiink egy olyan deléciot, amely csokkent eGFP-szinttel jart
egylitt (/5. abra A) a larvélis kdzponti idegrendszerben. Ez a delécid (A19-13) eltavolitja az S2
enhanszer egy részét, a PRE esszencialis részét azonban €pen hagyja. A Gal4-VP16 (és ezaltal az
eGFP) alacsony szintli kifejezddéséért valoszintileg az S2 enhanszer kromoszomdban maradt
része felelds. Nem kizart, hogy az S2 mellett egyéb enhanszerek is részt vesznek a
szabalyozasban. Egy masik a kisérletben az eGFP kifejez6dését vizsgaltuk olyan larvak

imagokorongjaiban, amelyekbdl eltavolitottuk a PRE-magot (A8-4) (/5. dbra B). A A8-4

67



15. abra Az eGFP Kkifejezodésének valtozasa a bxd PRE régio Kkiilonb6zd részeinek
eltavolitasakor Kiilonb6zo6 larvalis szovetekben. (A) Az S2 embrionalis enhanszer részleges
eltavolitasa [A19-13 (Gal4-VP16)] az eGFP-szint csokkenését eredményezi elsé stddiumos

larvak kozponti idegrendszerében. (B) A bxd PRE-ba iiltetett markergén [® (Gal4-VP16)] az

eGFP-n keresztiil az imagokorongokban is hiien tiikr6zi a bxd régid helyi kromatinszerkezetét.
Ha azonban eltavolitjuk a PRE esszencidlis részét, nem latunk a kozponti idegrendszerben
tapasztalthoz hasonlé eGFP-derepressziot. Az eGFP ebben az esetben egyaltalan nem fejezddik
ki.

imagokorongokban nem detektalhatdo eGFP-expresszid, mig a kontroll (®), ép PRE-t tartalmazo

allatok imagokorongjaiban a PS6-ban lathaté az eGFP. Ezzel szemben, ahogy a /3. abran (62.
oldal) lattuk, a A8-4 larvak kozponti idegrendszerében az eGFP alacsony szinten expresszalodik
az agy teljes hosszaban. A fentiekbdl kindulva arra kovetkeztetiink, hogy a larvalis agyak esetén
a Gal4-VP16-expresszidt valdszinilileg a kdzeli S2 enhanszer biztositja donté mértékben. Noha a
Gal4-VP16 a PRE-mag hidnya miatt a magasabbrendi kromatinszerkezet szintjén nem
kapcsolddik az enhanszer - promoter komplexhez, az S2 enhanszer szekvenciaszinten még
mindig elég kozel lehet a markergénhez ahhoz, hogy biztositsa annak alacsonyszintii atirasat. Az
imagokorongokban az S2 enhanszer helyett mas, imagdkorong-enhanszerek vesznek részt az
enhanszer-Ubx promoter-bxd PRE komplex felépitésében. Az imdgdkorong-enhanszerek a DNS-
szekvenciaban tavolabb helyezkednek el a PRE-t6l (/6. abra), ezért ha a Gal4-VP16 a PRE-val
»Kiesik” a komplexbdl, az imagokorong-enhanszerek hatdsa mar nem tud érvényesiilni a

markergénen.  Tovabbi  kisérletekben  tervezzik a bxd PRE  magasabbrendii
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transzkripci6 irdnyaba mutato nyil jelzi. A térképpozicidkat kilobazis egységekben tiintettiik fel
Bender ¢és mtsai. (1983) nyoman. A fekete téglalapok a paraszelvény-specifikus enhanszereket
hordozé fragmentumokat jeldlik. A sziirke téglalapok az imagokorong-enhanszereket mutatjak
mikodési helyliknek megfeleld betiikkel ellatva (V: ventralis, D: dorzalis, M: minden
imagokorongban mikodd). PRE: bxd PRE, S1 és S2: embrionalis enhanszerek. A fobb
hasitohelyek: EcoRI (E), HindIll (H), BamHI (B), EcoRV (RS), Kpnl (K).

kromatinszerkezetének részletesebb feltarasat az S2 és S1 enhanszer, illetve az Ubx promoter
szelektiv eltavolitasaval, valamint ujabb relevans bxd PRE-delécidok ¢és a mutdns PRE-magok

Gal4-VP16-tal torténd megjelolésével.
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AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A P-elem kozvetitette génkonverziéban rejlo lehetéségek és a PRE-k in situ vizsgalata

Csoportunk kifejlesztett egy uj génkonverzidos modszert, mellyel célzott modon
eltavolitottuk a 3 kb nagysdgt bxd PRE/TRE régi6 kisebb darabjait. Kétféle stratégiaval
egy altalunk megszabott pontbol kiinduld, random meéretii deléciokat (4. dbra, 39. oldal). A P-
elem kozvetitette génkonverzid e tovabbfejlesztett valtozata elvileg alkalmas a Drosophila
genom barmely részének olyan hatékony, célzott megvaltoztatasaira (pl. pontmutéciok, kisebb
deléciok, kisebb duplikaciok létrehozasa), melyeknek megvaldsitdsa a korabbi modszerekkel
csak nagy faradsaggal vagy egyaltalan nem volt lehetséges. A technika alkalmazhatosdganak
feltétele, hogy a manipulalni kivant genomrégiordl rendelkezziink szekvenciaadatokkal, a régio
kozelében legyen legalabb egy P-elem-beépiilés és rendelkezésre alljon egy, a régiot atfedd
delécid. A konverzio soran beépiild szelektalhatdé markergén hasznalataval a konvertans allatok
azonositasa egyszerivé valt, nincs sziikség minden egyes olyan kromoszoma PCR technikéval
torténd ellendrzésére, amelybdl a P-elem kivagddott. A 1étrehozott in situ delécidk egymassal
tetsz6legesen kombindlhatok, ily mddon nagyszamu delécidt tudunk létrehozni Ggy, hogy
kikiiszoboljiik a technika idében leginkabb korlatozo 1épéseit: az ujabb konverzios konstrukciok
készitését és kromoszomaba torténd beépitésiiket. A kromoszoémaba juttatott ill. a deléciok
mellett a kromoszémaban maradd FRT-szekvencak kozotti rekombinacid segitségével nemcsak
deléciok hanem duplikéciok is egyszeriien létrehozhatok (5. abra, 40. oldal).

PRE-k in situ delécios vizsgalataval korabban csak egy kutatdcsoport foglalkozott.
Kozleményiikben (Mihaly és mtsai., 1997) beszamolnak egy PRE-deléciorol, amely 450 bp-t
tavolit el a BX-C iab-7 szabalyozo-régiojabol, kozvetleniil a Frontabdominal-7 (Fab-7)
szigetel6elem melldl. A legtobb, erre a delécidora homozigéota allat nem mutatott észrevehetd
fenotipust. Kivételes esetekben (~2-3%) a 6. potrohszelvény poszterior iranyban
transzformalodott. A mi bxd PRE-magot eltavolito delécionk (185 bp) még heterozigota
forméban is mintegy 10-szer gyakoribb fenotipust eredményez. Lehetséges, hogy az iab-7 PRE-
nak nem egyetlen, hanem tobb magja van, amelyek vagy ,,belelognak™ a Fab-7 szigeteléelembe
vagy disztalis irdnyban terjednek ki az iab-7 régioba. A 450 bp-os iab-7 PRE-deléci6 talan csak

részben tavolitja el ezeket az elemeket, ez megmagyardznd a nagyon gyenge fenotipust. Egy
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masik lehetdség, hogy az iab-7 PRE egymadstdl viszonylag tavol elhelyezkedd, részben
redundans modulokbdl épiil fel; esetleg egylittmiikddik az iab-6 és/vagy az iab-8 régiokkal
(Mihaly és mtsai., 2006).

A bxd PRE modularis szerkezete

Ismert, hogy a HOX komplexek funkcionyeréses fenotipusaira gyakran jellemzd a
penetrancia fokozatos, generaciordl generaciora torténd csokkenése. A pontos magyarazatot
azonban mégsem tudjuk a bxd PRE-deléciokra heterozigota ill. a A17 esetében heterozigdta és
homozigdta allatok fenotipusanak visszaszoruldsara. Lehetséges, hogy madas lokuszokban
talalhato specialis allélek vagy spontan mutdciok dusulnak fel a delécids torzseinkben. Mésrészt
oroklédo epigenetikus valtozasok is bekovetkezhetnek a delécid kornyezetében talalhato
kromatinban. Az bizonyos, hogy a 185 bp-os PRE-mag szomszédsdgaban elhelyezkedd
szekvencidknak kulcsszerepe van a folyamatban, hiszen a A17, a A10 és a Al-2 homozigota
legyek fenotipusai kozotti kiilonbség egyértelmiien arra utal, hogy a magot hatarolo szekvencidk
jelenléte sziikséges a bxd PRE miikodésének fokozatos helyreéllitasahoz.

A 185 bp-os delécionk (A17) jeloli ki azt a legkisebb bxd PRE-szakaszt, amelyet el kell
tavolitani ahhoz, hogy dominans, poszterior irdanyu transzformaciokat kapjunk. Ez a szakasz
specialis funkcidval rendelkezik, amelyet legjobb esetben is csak részben képesek a szomszédos
szekvencidk helyettesiteni. Azon legyek szelvényei azonban nem transzformaltak, amelyekben a
185 bp-os PRE-magot nem teljesen ejtettiik ki (A1, A2 és A12). Ebbdl az kovetkezik, hogy a bxd
PRE magja 6nmagaban is moduldris felépitésli, az egyes modulok funkcioja pedig egymassal
redundans. A bxd PRE optimalis miikddése tehat szekvenciaszinten tobbszordsen tulbiztositott.
A 185 bp-os mag tartalmazza a fOmodulokat, melyek a PRE miikodésének tekintetében
elsérendli szereppel birnak, a maggal szomszédos szekvencidk a kiegészit6 modulok. A
fomodulok — valdsziniileg az ép kiegészitd modulokkal egyiittmiikddve — képesek egymast
helyettesiteni, a kiegészité modulok pedig képesek részben ellenstilyozni a fdmodulok teljes
hianyat. A PRE-k modularis felépitésére korabbi biokémiai adatok is utalnak (Blastyak és mtsai.,
2006; Hodgson ¢és mtsai., 2001).

Egy kivételével (A7-13) minden bxd PRE-magot eltavolitd delécionk mar heterozigdta
forméban is poszterior transzformdciokat okoz (6. abra, 42. oldal). A 3 kb-os A7-13 a 16 kb

nagysagh pbx’ deléciora emlékeztet, amely az egyetlen korabban el8allitott, bxd PRE-t eltavolito
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internalis mutaci6. Mind a A7-13/+, mind a pbx’/+ allatok vad fenotipusuak. Az emlitett deléciok
fenotipusaiban észlelt kiilonbségért tehat azok a szekvenciak a feleldsek, amelyeket a A7-13 és a
pbx’ deléciok egyarant eltavolitanak, a kisebb delécidink viszont nem. Példdul minden olyan
delécionk, amely heterozigdta formaban is transzformaciot okoz, egyben épségben hagyja azt az
1 kb nagysagl Sau3A-fragmentumot, amelyre az S2 embrionalis enhanszert lokalizaltak (6. dbra,
42. oldal). Valdszinili, hogy az S2 embrionalis enhanszer ép funkcigja sziikséges ahhoz, hogy a
kozponti PRE-deléciok hatasara az Ubx ektopikusan kifejezddjon. A A7-13 delécié azonban
kivagja a Sau3A-fragmentum felét, és ezzel jo eséllyel eltavolitja az S2 enhanszer egy részét.

Erre utal az is, hogy a Gal4-VP16 lényegesen alacsonyabb szinten expresszalodott a A19-13

embriokban és larvakban, mint a szamu konvertansban. A két ,,csonka”, parosodott S2

enhanszer képes lehet egymast kiegésziteni, hiszen a transzformacidk a A7-13 homozigota
legyeken megjelennek. A A7-13 heterozigéta allatok azért nem transzformaltak, mert a balanszer
kromoszoman 1évé S2 enhanszer nincs ektopikusan derepresszalt allapotban, a delécids
kromoszéman talalhaté ,,csonka” parja viszont dnmagaban nem elegendd az Ubx ektopikus
kifejezddéséhez. A PRE tehat mas tipust szabdlyozoelemekkel is egyiittmiikddhet, igy példaul

az S2 enhanszerrel, amely valdsziniileg szintén modularis felépitésti.

A PRE-k egyiittmiikodése

A 450 bp-os iab-7 PRE-delécioval ellentétben a mi 665 bp-os Al-2 delécionk ugy tinik,
eltdvolit minden PRE-funkcidval rendelkezé szakaszt a bxd szabalyozo-régidbol. Erre utal az
erds fenotipus és a Al-2 homozigdta legyek kozel 100%-os, stabil penetrancidja. Nem tudjuk
azonban, a delécidos legyek megfeleld szelvényei miért valtozé mértékben, olykor csak
részlegesen transzformaltak. Lehetséges, hogy a deléciokra heterozigota legyek esetén a vad
tipustt homolog kromoszéman talalhaté bxd PRE kiilonb6zé mértékben képes kompenzalni a
hidnyz6 bxd PRE-t. Ilyen, homoldég kromoszémakon 1évé PRE-k szerepére utal az a
megfigyelésiink, hogy a hemizigdta Al-2 fenotipusa sulyosabb a heterozigdtaénal. Ezt részben
alatdmasztja az a megfigyelés, mely szerint a Al-2 heterozigéta legyek nagyobb aranyban és
nagyobb mértékben voltak transzformaltak Polycomb heterozigéta hattéren.

Nem vartuk, hogy az in situ bxd PRE-deléciok altal okozott szelvénytranszformaciok

kevés kivételtdl eltekintve kizardlag az 5. paraszelvényt (PS5) fogjak érinteni. Az Ubx
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atirodasanak gatlasa az eldrébb 1évo testrészekben a bithorax régidban azonositott PRE-n
keresztiil valosulhat meg. A szarny eliils6 részében (PS4) és az 1. potrohszelvény tergitjén (PS6)
elvétve megjelend funkconyeréses fenotipus azt jelzi, hogy a vad tipusu legyekben a bxd PRE
egyiittmiikodik a szomszédos szabalyozo-régiokban taldlhato PRE-kkal. E kdlcsonhatasokat
megsziintetd kromoszomalis atrendezddések lehetnek felelések az Un. ,cis-overexpression”
(COE) hatasért (0sszefoglava Lewis, 1998). Egy olyan kromoszéma elkészitése, amelybdl

egyszerre hianyzik a bithorax és a bxd PRE, vélaszt adhatna ezekre a kérdésekre.

A TRE-k és PRE-k szerepe eredeti kromoszomalis kornyezetiikben

A transzgenikus kisérletek eredményei alapjan egy adott szabalyozo-régioban talalhato
TRE-k eltavolitasakor azt varnank, hogy a szabalyozott gén kifejezddése csokkenjen.
Esetiinkben a A7-13 kivagja mindharom irodalmi adatokbol ismert TRE-t a bxd régiobol,
azonban erre a 3 kb-os deléciora homozigota embridkban ¢€s larvakban mégsem tapasztalhato
alacsonyabb Ubx kifejez6dési szint. Ennek megfeleléen a larvakon és a felndtt legyeken sem

¢észleltiik példaul a billérek szarnnya, a 3. 1ab 2. 1abba vagy az 1. potrohszelvény torszelvénnyé

crer

crer

hogy a PRE/TRE-k in situ — a represszid6 mellett — a célgén aktivaciojahoz is sziikségesek.
Természetesen az is lehetséges, hogy azért nem kaptunk anterior transzformaciokat, mert a A7-
13 altal eltavolitott TRE-kon kiviil mas aktivacios helyek is vannak a szabdlyozo-régioban,
melyek teljes mértékben helyettesiteni tudjak a kiejtett TRE-k funkcidjat. Egy masik magyardzat
szerint viszont a TRE-k egyetlen szerepe az, hogy gatoljak a PcG fehérjék inaktivald hatasat
azokban a szelvényekben, ahol a bxd régi6 aktiv. Mas csoportok eredményei alapjan is
megsziiletett az a feltételezés, hogy a TRE-kon keresztiil haté TrxG fehérjéi nem aktivatorként,
hanem sokkal inkabb antirepresszorként mikddnek (Klymenko és Miiller, 2004).
Eredményeinket sokkal nehezebb Osszeegyeztetni azzal a kdzleménnyel, amely arrol
szamol be, hogy a TRE-transzkriptumok sziikségesek az Ubx aktivaciojahoz. A szerzdk szerint
ha ezeket a transzkriptumokat RNS-interferencia segitségével elimindljuk a sejtekbdl, ez az Ubx
csendesitését eredményezi a szarnyban ¢és a labdiszkuszokban (Sanchez-Elsner és mtsai., 2006).
A A7-13 delécid eltavolitja mindharom TRE-transzkriptum DNS-templatjat, amelyekrdl ily

modon eleve nem is képzOdnek RNS-mésolatok. Ezenkiviil a templatoknak nincsenek
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homolodgjai a genom mas részein, amelyekrél miikodoképes transzkriptumok képzddhetnének.
Mindezek ellenére a A7-13 delécios allatokban nem csokken az Ubx kifejez0dési szintje, és
mintézata sem szorul vissza. Ugy gondoljuk, a TRE-transzkripcié valésziniileg a PRE PS6-ban
torténd ,kikapcsolasdhoz” sziikséges, hasonléoan a régid6 nagyobb nem kodolo RNS-eihez
(Schmitt és mtsai., 2005). A TRE-transzkriptumok azonban nem lehetnek feleldsek a fentebb
emlitett Ubx-aktivalo transz hatasért (Sanchez-Elsner és mtsai., 2006). Barmi is legyen a TRE-k
pontos szerepe, eredményeink arrdl tantiskodnak, hogy az éltalunk vizsgalt 3 kb-os régidban
talalhato PRE/TRE-k egyszerre torténd eltavolitasa az Ubx gén derepresszidjat, €s nem

inaktivacigjat eredményezi.

Utban a PRE-k finomszerkezetének megértése felé

Tovébbfejlesztett génkonverzids technikank lehetdvé tette, hogy megvizsgaljuk, hogyan
mikodnek a bxd PRE-mag kiilonb6z6 valtozatai az eredeti kromoszomalis kornyezetben. A bxd
PRE-magot mas PRE-kkal is helyettesiteni tudtuk. Stratégiank szerint a konvertans allatokban
épen hagytuk a vad tipusi bxd PRE-magot, igy ezen allatok szelvényei nem tértek el a
normalistol. A vad tipusi PRE-szekvencidt csak a kovetkezd lépésben tavolitottuk el, igy
megvizsgalhattuk a mutdns PRE megmaradt funkciojat. Modszeriink azon tulajdonsaga, mely
szerint tobbszor Ujra 1étre tudtuk hozni az egyes deléciokat, eldfeltétele volt az altaluk okozott
fenotipusok kvantitativ kiértékelésének, hiszen a fenotipusok erdssége ¢€s penetrancidja
generaciordl generdciora gyengiilt mind a homozigota, mind a heterozigota torzsekben.

A bxd és az iab-7 PRE-kban taldlhato CCAT- és GAGA-kotdhelyek mintazata kozott
erdteljes hasonlosag fedezhetd fel. Emiatt talin nem meglepd, hogy az emlitett kotohelyeket
tartalmazo 191 bp-os iab-7-fragmentum — orientaciora valo tekintet nélkiil — teljes mértékben
képes helyettesiteni a 185 bp-os bxd PRE-magot. Erre a kicserélt PRE-ra homozigdta vagy
heterozigota legyek nem mutatnak sem poszterior, sem anterior irdnyl transzformaciokat, ami
azt jelenti, hogy a PRE-k nem hordoznak poziciondlis informaciot. Vagyis a PRE-kba nincsen
,belekodolva”, hogy melyik szelvényben kell korlatozniuk a célgén kifejezodését, tehat egyszerti
wsilencer”-ekként miikddnek. Ezen eredmények megerdsitik a kordbbi transzgenikus kisérletek
kovetkeztetéseit, amelyekben a jelenség vizsgalataira nagyobb PRE-fragmentumokat
fuzionaltattak kiilonb6zé enhanszerekkel (Chiang és mitsai., 1995; Simon és mtsai., 1993).

Ugyanakkor a 189 bp nagysagu iab-5-fragmentum is tokéletesen helyettesiti a hidnyz6 bxd PRE-
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mag funkciojat annak ellenére, hogy kotdhely-mintazata sokkal kisebb hasonlosdgot mutat. Ez
megneheziti a PRE-k szekvenciakdvetelményeinek meghatdrozasat, masrészt viszont
hangsulyozza a GAGA- ¢s CCAT-motivumot jelenlétének fontossagat. Tovabbi kutatdsainknak
iranyvonalat adhat azonban, hogy az emberbdl szarmazo6 263 bp-os H1 és 222 bp-os H2 szakasz
egyaltalan nem képes helyettesiteni a vizsgélt szabalyozéelem magjat. Ez nagy valdsziniiséggel
kizérja a lehetdséget, mely szerint a 185 bp-os bxd PRE-szakasznak csupan tavtartd szerepe van.
Az egyértelmiien PRE-funkcio nélkiili H2 szakasz még gatolja is a bxd PRE megmaradt gyenge
aktivitasat. Felmeriil a kérdés, hogy a H1 miért nem képes PRE-ként miikddni. Lehetséges, hogy
a H1 a sziikségesnél eggyel kevesebb CCAT-hellyel rendelkezik, a bxd, iab-5, iab-7-
fragmentumokban ugyanis legalabb 4 példanyban megtaldlhatdo ez a kotéhely. Egy tovabbi
lehetdség az, hogy a human DNS-szakaszban talan tGl messze helyezkednek el egymastol a
CCAT- és GAGA-motivumok. Amellett, hogy az egyes kotdhelyek kozotti ,,tavtartd” szakaszok
lehetnek tal hossziak, bizonyos kotohelyek kozott lehetnek akar tul rovidek, vagy nem
megfeleld Osszetételliek is, emiatt a fehérjék nem tudjak felépiteni a csendesitéshez sziikséges
PcG-komplexeket. Természetesen mas, eddig ismeretlen fehérje-kotohelyeknek is fontos szerepe
lehet a PRE-k felépitésében. Elképzelhetd, hogy a fenti lehetséges feltételek koziil akar tobbnek
is teljestilnie kell ahhoz, hogy egy adott DNS-szakasz PRE-ként tudjon miikddni.

A két szekvenciaspecifikus DNS-koté képességgel rendelkezd PcG fehérje, a PHO és a
PHOL konszenzus kotohelyének tekintetében az irodalmi adatokban sincs mindig egyetértés
(Fritsch és mtsai., 1999; Mahmoudi és mtsai., 2003; Mihaly ¢és mtsai., 1998). Kisérleteinkben
arra torekedtiink, hogy a korabbi irodalmi adatokbol kiindulva minden potencialis PHO/PHOL-
kotbhelyet ,,célbavegylink”, ezért a CCAT-szekvencidkat tekintettiik a két fehérje kotohelyének.
A 185 bp-os bxd PRE-mag elsé 2 CCAT-motivumat egyetlen bazis valasztja el egymastol (/1.
abra A, 53. oldal). Ennek az elrendezésnek fontos szerepe lehet a PRE-k felépitése
szempontjabdl, hiszen az iab-7 PRE-ban kétszer is megtalalhatok hasonld kotShelyparok
(Mihaly és mtsai., 1998). Igaz, az altalunk tesztelt iab-7 PRE-szakasz egy ilyen kotohelypart
tartalmazott, mégis teljes mértékben helyettesiteni tudta a bxd PRE magjat. Ha mind az 5 CCAT-
helyet elrontottuk a bxd PRE-magban, ez egy alacsony penetrancidju funkcionyeréses fenotipus
megjelenését eredményezte, ami Onmagaban arra utalna, hogy e kotdhelyeknek nincs nagy
jelentdsége a PRE miikddése szempontjabol. Kimutattuk azonban, hogy — a magban talalhaté

GAGA-szekvenciakon kiviil — a maggal szomszédos DNS-szakaszok is képesek részben ellatni a
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HKkiesett” CCAT-helyek feladatat is. A CCAT-helyek pontmutacioi igy is legaldbb kétszer
gyakrabban okoznak funkcidonyeréses fenotipust az 6ket hordozo éllatokban, mint a GAGA-
helyek pontmutacioi. Ez a kiilonbség még kifejezettebbé valik (6,5-sz6rds), ha a disztalis
iranyban elhelyezkedd, szomszédos 228 bp is hidnyzik a kromoszomabol. Eredményeink jol
Osszeegyeztethetdek egy 567 bp-os bxd PRE-szakaszt vizsgdlod transzgenikus tanulménnyal,
mely szerint a GAGA-helyek elrontdsa nincs hatdssal a riportergén kifejezddésére
imagokorongokban (Brown ¢s mtsai., 2003). Kisérleteinkbdl levonhatjuk azt a kovetkeztetést,
hogy a CCAT-kdotohelyek legalabbis bizonyos PRE-k esszencidlis alkotoelemei; ezt a bxd PRE
szerkezetére jellemz6 nagyfoku redundancia ellenére is igazolni tudtuk. Lehetséges, hogy mas
PRE-k esetén egyéb kotdhelyeknek (pl. GAGA) van nagyobb jelentdsége, ahogy ezt a 138 bp-os
iab-5 PRE-fragmentumrol transzgenikus tesztekben ki is mutattak (Busturia és mtsai., 2001).
Tobb fehérjérdl is bizonyitottdk, hogy kotédnek a (GA)n-ismétlédésekhez. Ezek koziil a
GAGA ¢és a PSQ a legismertebb. A GAF N-terminalis BTB/POZ doménjén keresztiil
homooligomereket képez, ezaltal nagyobb affinitdssal kotddik olyan DNS-szakaszokhoz, ahol
kotéhelye tobb koépidban megtalalhaté (Katsani és mtsai., 1999). Ugyanakkor a GAF-rol
kimutattak, hogy a GAG-tripletekhez is majdnem olyan affinitassal kotddik, mint a GAGAG-
pentamerekhez (Wilkins és Lis, 1998). Ebbdl kindulva az irodalomban altalanosan elfogadott
pentamerek helyett a GAGA-tetramereket mutaltattuk. Annak ellenére, hogy mas csoportok
nagyon fontos szerepet tulajdonitanak a (GA)n-ismétlédéseknek a géncsendesitésben, a mi
kisérleteink alapjan a GAGA-helyek elrontdsa 6nmagaban nagyon gyenge hatdssal jar. Ez még
akkor is igy van, ha a disztalis irdnyban 1évé szomszédos 228 bp-t eltdvolitjuk. Lehetséges
azonban, hogy a PRE-magtol proximalis iranyban elhelyezkedd DNS-szakaszok is kompenzalni
képesek a magban létrehozott pontmutaciokat. A transzgenikus kisérletek kozott (Hodgson és
mtsai., 2001) valdban taldlunk erre utal6 bizonyitékot, ugyanis ez a kb. 200 bp hosszu proximalis
szakasz tartalmaz egy 70 bp-os, (GA)s;-ismétlddésekkel tlizdelt fragmentumot (MHS-70), amely
fontos szerepet jatszott a riportergén csendesitésében. Gél retardacids (gel shift) kisérletben
bizonyitottdk tovabba, hogy a bxd PRE-magban talalhatdo kb. 20 bp-os GA-ismétlédés erdsen
kompetal az MHS-70-nel, vagyis a két fragmentum ugyanazokat a fehérjéket koti.
Noha a bxd PRE magjaban taldlhatd6 CCAT- és GAGA-kotohelyek kiilon-kiilon torténd
mutaltatasa viszonylag gyenge fenotipikus kovetkezményekkel jar, a kétféle motivum egyiittes

elrontasa teljes mértékben miikodésképtelenné teszi a PRE-magot, hiszen funkcionyeréses
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fenotipusanak penetrancidja megegyezik a teljes PRE-mag delécioja altal okozott fenotipus-
gyakorisagggal. Eredményeink arra utalnak, hogy a kétféle kotdhelyhez kapcsolddo
fehérjefaktorok kozott nagyfokt kooperativitas van. Biokémiai kisérletekben is bizonyitottak,
hogy a GAF eldsegiti a PHO kromatinhoz torténd kotdédését (Mahmoudi és mtsai., 2003). A
folyamatban valodszinilileg egyiittmiikddik a NURF fehérjével, amellyel nukleoszoma-mentes,
DNaz-hiperszenzitiv helyeket alakitanak ki (Lu és mtsai., 1993). Az iab-5, iab-7 és a bxd PRE-
régiodban is valdban taldltak DNaz-hiperszenzitiv helyeket (Dellino és mtsai., 2002; Karch és
mtsai., 1994; Mishra és mtsai., 2001). Tovabba az iab-5 és iab-7 PRE-k csendesité képességeéhez
transzgenikus tesztekben is sziikség volt a PHO- és GAGA-kotohelyek jelenlétére (Busturia és
mtsai., 2001; Mishra és mtsai., 2001). Ezen korabbi vizsgéalatok a PRE-aktivitassal rendelkezd
legkisebb szakaszokat az iab-5 eseté¢ben 138 bp-ra, az iab-7 esetében pedig 230 bp-ra
térképezték. A két PRE-fragmentum, amelyet a bxd PRE-mag helyettesitésére hasznaltunk, jo
atfedést mutatott a transzgenikus tesztekben definialt minimalis PRE-kkal.

Annak ellenére, hogy a CCAT- ¢és GAGA-motivumok egyiittes elrontdsa
miukodésképtelenné teszi a bxd PRE-magot, ennek ellenére lehetnek mas fehérje-kotéhelyek is,
amelyek sziikségesek a PRE altal kozvetitett géncsendesitéshez. Példaul a HMG (high mobility
group) fehérjék kozé tartoz6 DSP1 — amelyrdl korabban ugy tartottdk, hogy szekvenciaspecifitas
nélkiil kotdédik a DNS kisarkaban (Thomas és Travers, 2001) — Gjabb irodalmi adatok szerint a
tobb PRE-ban is megtalalhat6 GAAAA-motivumhoz kapcsolddik (Déjardin és mtsai., 2005).
Kisérleteink szerint a PRE-magban taldlhato egyetlen GATAA-motivum (a DSP1-koétohely egy
feltételezett varidnsa) elrontdsa nem jar szamottevd fenotipikus kovetkezményekkel. Még ha a
hibds GAGA-helyeket tartalmaz6 PRE-mag melldl eltdvolitottunk a szomszédos 228 bp-t, és
ezzel egyiitt még 4 lehetséges DSP1-motivumot, akkor is csak nagyon gyenge funkcionyeréses
fenotipust tapasztaltunk. Ugy tiinik tehat, hogy a vélelmezett DSP1-kotdhelyeknek nincs vagy
csak nagyon kicsi szerepe van in situ e sokat tanulmanyozott PRE miikodésében.

In situ kisérleteinkben kimutattuk, hogy a bxd PRE-mag kicserélhetd két masik BX-C-
ben taldlhato6 PRE-ra anélkiil, hogy ez zavart okozna a komplexben taldlhaté gének
szabalyozasaban. A bxd PRE magjaban elhelyezkedd CCAT- és GAGA-motivumok egymassal
egylittmiikodnek, és — GA(A/T)AA-kdtohelyekkel ellentétben — elengedhetetleniil sziikségesek a
géncsendesité mitkddéshez. Kifinomult génkonverziés modszeriink felhasznalhat6 arra, hogy

még részletesebben megvizsgaljuk a PRE-k felépitését ¢és megallapitsuk a szekvencia-
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kritériumait. Valtoztathatjuk példaul a GAGA- ¢és CCAT-kotohelyek szamat, egymashoz
viszonyitott  elrendezésiiket vagy a koztik 1évé ,tavtartd” nukleotidok szamat.
Tanulmanyozhatjuk, hogy a ,tdvtart6” szakaszoknak van-e valami egyéb szerepe is. Ezenkiviil
tesztelhetlink mas, szdmitogépes elemzéssel vagy egyéb modon azonositott Drosophila PRE-kat,
illetve mas organizmusokbol szdrmaz6 potencidlis PRE-kat arra a tulajdonsagukra, hogy
képesek-e az Ubx gén kifejez6dési mintazatat megfelelden fenntartani. Reményeink szerint
kisérleteink elvezethetnek akar miikoddoképes ,,mesterséges” PRE-k Osszeszereléséhez, illetve
elésegithetik a magasabbrendii éldlényekben talalhaté Hox komplexek kromatinszerkezeti

szabalyozasanak megismerését is.
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FUGGELEK

A bithorax komplex (BX-C) miikodése

A genomprojektek arra a meglepd kovetkeztetésre jutottak, hogy a szovetes allatok DNS-
ének csak egy kicsiny része kodol funkciondlis fehérjéket. Szamos kutatési program vizsgalja a
genom maradék részének szerepét. A Drosophila 300 kb nagysagii BX-C-je az egyik olyan
genomrégio, amely a nem-kodold DNS-rdl sz6l6 1) informaciok gazdag tarhdzaként szolgal. A
BX-C-r6l kezdetben kizarolag genetikai adatok alltak rendelkezésiinkre, amelyek a komplex
bonyolult fenotipusait és azok kozotti kdlecsonhatasokat irtdk le. Ed Lewis 40 év uttdré munka;jat
foglalta dssze 1978-as kozleményében, melyben attekintette azt a mutaciosort (abx/bx, bxd/pbx,
iab-2, ... iab-8), amely az éallat testének hatsé kétharmadat — a 3. torszelvényt (T3) és a 8
potrohszelvényt (A1-A8) — érinti (Lewis, 1978) (/7. abra). A tovabbi fenotipus-analizis
megallapitotta, hogy a 9 mutacidocsoport mindegyike egy-egy ,.elemet” hatdroz meg, amelyek
egy-egy megfeleld szelvény identitasaért felelosek (Karch és mtsai., 1985). Erdekes modon ezek
a mutaciok olyan sorrendben térképezOodtek a kromoszomara, amely megfelel az altaluk
meghatarozott testtdjak testtengely menti sorrendjének. Ez a kolinearis elrendezédés evolucidosan
konzervalodott a legtobb allatban (McGinnis és Krumlauf, 1992).

Habar az egész BX-C-re deléciés embriok sohasem alakulnak larvava, megallapithatd
roluk, hogy a 2. torszelvénytdl (T2) hatrébb elhelyezkedd szelvények mindegyike T2-v¢é fejlodik.
Emiatt Ed Lewis ugy gondolta, a T2 jelenti a fejlédés alapallapotat, és minden mutéacidcsoport
megfelel egy szelvényspecifikus funkcionak, amely lehetévé teszi a poszterior irdnyban 1évo
szelvények szamara, hogy az alapallapothoz képest tovabbfejlodjenek. Ezenkiviil minden
szelvényspecifikus funkciot érintd mutdcid hatasara az adott testszelvény a legutolsé ,,érintetlen”
— vagyis egy szelvénnyel elérébb elhelyezkedd — szelvénnyé transzformalodik, ezért minden
funkcionak, ami sziikséges az elérébb 1évo testszelvények kialakitdsdhoz, jelen kell lennie a
hatrébb 1évd testszelvényekben is. Vagyis a szelvényspecifikus funkciok additiv modon hatnak.
A bxd/pbx funkcidéra mutans allatok Al szelvénye példaul extra T3 szelvénnyé¢ fejlodik, tehat a
bxd/pbx normalis szerepe az Al szelvény kialakitasa, és a T3 szelvényt kialakito abx/bx
funkcidnak jelen kell lennie a vad tipustt Al szelvényben is. Ezeket a megfigyeléseket Lewis két
szabalyban foglalta dssze: (1.) ,,egy adott szelvényben derepresszalddott [szelvényspecifikus

funkcid] minden hatrébb elhelyezkedd szelvényben is derepresszalva marad”, és (2.) ,,minél
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hatrébb helyezkedik el egy adott testszelvény, annal tobb a derepresszalddott [szelvényspecifikus

funkcid] benne” (Lewis, 1978).

-+ 1 1 m L] . '.'.'-' qpl L
Ly abil-A \bd-B

17. abra A BX-C felépitése (Maeda és Karch, 2006). A szines téglalapok a BX-C DNS-ét
jelentik. A térképkoordinatdk megadéasa az eredeti Drosophila Genomprojekt szekvenciaadatai
alapjan tortént (Martin és mtsai., 1995). A BX-C-ben talalhat6é 3 homeotikus gént (Ubx, abd-A,
Abd-B) a DNS alatt elhelyezett horizontalis fekete téglalapok (exonok) és az azokat 0sszekotd
diagonadlis vonalak (intronok) jelzik. Egy adott szinnel jelzett gén cisz-reguldtor doménjeit
ugyanazon szin kiilonbozd arnyalatai jelolik. Az egyes cisz-regulatorokban bekdvetkezett
mutaciok altal érintett szelvények pedig a megfeleld doménnel kaptak azonos szinjelzést.

1985-ben két csoport egymastol fiiggetleniil végezte el a BX-C elsd valodi
komplementécids analizisét, mely szerint a BX-C-ben minddssze 3 homeotikus gén taldlhato: az
Ultrabithorax (Ubx), az abdominal-A (abd-A) és az Abdominal-B (Abd-B) (Sanchez-Herrero ¢és
mtsai., 1985; Tiong és mtsai., 1985) (/7. dbra). Ezt megerdsitette a BX-C teljes szekvenciajanak
megjelenése (Martin és mtsai., 1995). Ezt kovetden kiilonb6z6 mutdns embridokban vizsgaltdk a 3
homeotikus gén kifejez0dési mintazatat, igy vilagossa valt, hogy a 9 szelvényspecifikus funkcio
9 cisz-regulator régionak felel meg, amelyek a 3 homeotikus gén finoman szabalyozott,
paraszelvényenként (PS) kiilonb6z6 kifejez6dési mintazatanak kialakitasaért feleldsek

(6sszefoglalva Maeda és Karch, 2006) (/8-19. dbra). Az abx/bx cisz-regulator a PS5-ben, a
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Polycomb Csoport trithorax Csoport

18. abra A BX-C cisz-regulator doménjeinek aktivitisi mintazata a Kkiilonbozo
testszelvényekben. Az elso cisz-regulator domén (abx/bx) a T3/PS5-ben az aktivalodik, és a T3-
tol hatrébb elhelyezkedd testszelvényekben is aktiv marad. Hasonloan, az allat AP testtengelye
mentén hatrafelé haladva minden testszelvényben egy-egy Ujabb regulator régié valik aktivva.
Az inaktiv allapotot a PcG fehérjék tartjdk fenn az adott a cisz-regulatorban taldlhato PRE-hoz
kotédve, az aktiv allapotot pedig a PRE-val szomszédos TRE-n haté TrxG fehérjék stabilizaljak.

bxd/pbx a PS6-ban szabdlyozza az Ubx gén kifejez6dését. Hasonldan, az iab-2, iab-3 és iab-4 a
megfeleld abd-A kifejez6dési mintdzatot biztositjdk a PS7, PS8 és PS9-ben. Az Abd-B
kifejez6désének szabalyozdsa bonyolultabb a masik két génénél, ugyanis 4 kiilonbozo
transzkriptum irodik at réla. A PS10-13-at kialakito 4bd-B™ transzkriptumot az iab-5, iab-6 és
iab-7 régidk szabalyozzak.

A Drosophila egyedfejlodés korai stadiumaiban a szegmentacids (gap €s pair-rule) gének
altal kodolt transzkripcios faktorok osztjak fel az embriot 14 paraszelvényre az anterior-
poszterior (AP) tengely mentén (Osszefoglalva Maeda ¢és Karch, 2006). Ezek a fehérjék
kolcsonhatnak az egyes cisz-regulator régiokban megtalalhaté inicidtor elemekkel (20. dbra A,
80. oldal). Példaul a PS12-ben jelen 1év6 gap é€s pair-rule géntermékek kombinacidja az iab-7
régid szamara teszi lehetdvé, hogy a PS12/A7-ben szabélyozza az Abd-B kifejez6dését, az iab-8
szamara nem. A BX-C-ben taladlhaté inicidtor elemeket olyan specialis enhanszerekként

definidlhatjuk, amelyek a riportergének paraszelvények szerint korlatozott kifejez8dési
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19. abra Szelvények, paraszelvények és a BX-C homeotikus génjeinek Kkifejezédési
mintazata (Maeda és Karch, 2006). A korai embriogenezis soran a Drosophila embri6 a
maternalis, gap €s pair-rule géntermékek hatasara 14 paraszelvényre (PS) tagolodik. A felndtt
allat 3 feji, 3 tor- és 8 potrohszelvénye ebbdl a 14 PS-bdl fejlédik ki. Habar a szelvények és PS-
ek szdma hasonld, egymashoz képest kissé eltolodva taldljuk meg Oket. A torra és a potrohra
jellemzo6, hogy egy PS egy szelvény hatsé egyharmada és a kovetkezd szelvény elsé kétharmada
altal kijelolt teriiletnek felel meg. Ez az eltolodas a felndtt allaton nem feltling, mert a
potrohszelvényeknek csak az eliilsé része lathato, emiatt szokds példaul a 6. potrohszelvényt a
PS11-nek megfeleltetni. A BX-C homeotikus génjei PS-ek — és nem szelvények — szerint
szabalyozddnak (a sotétebb szinarnyalatok magasabb kifejezddési szintet jelolnek).

mintazatat képesek kialakitani a korai embriogenezis soran. Mivel a gap ¢€s pair-rule gének
atirddasa atmeneti, a szelvényspecifikus cisz-regulator régiok allapota viszont a légy teljes élete
soran stabil marad, sziikség van egy fenntartd rendszerre minden cisz-regulator régidban a
homeotikus génexpresszidé folyamatos biztositdsara. Err6l a fenntartd rendszerrdl kimutattik,
hogy miikddéséhez sziikség van a Polycomb (Pc-G) és a trithorax csoport (trx-G) génjeinek
termékeire (/8. abra, 78. oldal és 20. abra B) . A Pc-G fehérjék negativ modon szabalyoznak: a
Polycomb Response Element-ekhez (PRE) kotddve tartjdk inaktiv allapotban a nem mitkddd
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A zegmentacids gének L
embrio

Jelmagvyarazat:

mmmm iniciator elem (korai szelvényspecifikus enhanszer)

® scjt/szovet-specifikus enhanszer & TRE

hataroldelem & PRE

20. abra A cisz-regulator régiokat felépité szekvenciaelemek vazlatos attekintése (A és B),
és a szabalyozo-régiok kétlépcsos mitkodése a korai (A) és késoi (B) embriogenezis soran.
Magyarazat a szovegben.

cisz-reguldtor régidkat. Ezzel szemben a Trx-G fehérjék pozitiv mdédon szabalyoznak: a PRE-k
szomszédsagaban elhelyezkedd Trithorax Response Element-ekhez (TRE) kotddve aktiv
allapotban tartjak a miikodd szabalyozo régidkat. Egy iniciator elemmel egyiitt egy PRE/TRE az
embriogenezis és a larvalis élet sordn is végig fenntartja a riportergén kifejez0dését az iniciator
elem altal kijelolt szelvényben €s attol hatrafelé (attol anterior irdnyban pedig gatolja).

Egy harmadik fajta szabalyoz6 elem is megtalalhaté a BX-C cisz-regulator régidiban, ez

pedig a sejt- vagy szdvetspecifikus enhanszer (20. dbra). Transzgenikus kisérletekben ezek az
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elemek sejt/szovetspecifikus kifejezddést tesznek lehetéve a riportergén szamara az embrio AP
tengelye mentén. Eredeti kornyezetiikben, a BX-C-en beliil ezen elemek miikodése is
szelvényspecifikus modon korlatozott, amely konnyen magyarazhatd, ha ezek az enhanszerek is
az iniciator elemek és a PRE/TRE-k szabalyozésa alatt allnak.

Nagyszaml, a BX-C-ben enhanszercsapdat hordozé vonalat hoztak Ilétre, melyek
vizsgéalataval meglepd észrevételek sziilettek (Osszefoglalva Maeda és Karch, 2006). Az
egymastol tekintélyes tavolsagra elhelyezkedd enhanszercsapda-transzpozonok gyakran
ugyanazt a kifejez0dési mintazatot mutattdk, mig masok — amelyek csak néhany kilobazisnyira
voltak egymastol — eltérdé mintazatot eredményeztek. A lacZ riportergén kifejez0désének minden
esetben megfigyelhetd volt tovabba egy anterior hatara, amely egy-egy paraszelvénynek felelt
meg. Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kdvetkeztettek, hogy a BX-C enhanszerei kromoszomalis
doménekben helyezkednek el, az egy doménben elhelyezkedd szabalyozoelemek pedig
egymassal Osszhangban, egyforman szabalyozodnak. igy az enhanszercsapda-transzpozonok
egyszerien a domén dallapotanak érzékeldiként miikodnek, a domének kiterjedése pedig
térképezhetd az egyes enhanszercsapda-vonalak 0Osszehasonlitdsaval. A doménelméletbol
kovetkezik a hataroloelemek (20. dbra) létezése, amelyek az egyes doméneket valasztjdk el
egymastol. Az 17. abran (77. oldal) éles szindtmenetek jelzik a hataroloelemek helyét. Eddig 3
hataroldelemet sikeriilt azonositani mutacios analizissel (Mcp, Fab-7, Fab-8). Ezek kozil a
Fab-7 a legjobban jellemzett (Mihaly és mtsai.,, 1997), amely az iab-6 cisz-regulator régiot
valasztja el az iab-7-t0l. Ha a Fab-7 hataroloelemet eltavolitjuk (II. tipusu Fab-7 deléciok), a két
domén egy 1) miikodeési egységgé fuziondl. Ennek a fuzionak az lesz a kdvetkezménye, hogy
bizonyos A6 sejtekben az iab-7 régid inaktivalja az iab-6 enhanszereit, mas A6 sejtekben pedig
az iab-6 ektopikusan aktivalja az iab-7 enhanszereit a normalisnal egy paraszelvénnyel elérébb.
A fenotipus szintjén ez ugy jelentkezik, hogy az A6 szelvény AS- ill. A7-szerli klonok
mozaikjabol épiil fel. A hataroloelemeket transzgenikus kisérletekben azon tulajdonsaguk
alapjan tesztelik, hogy képesek az enhanszer és a riportergén promotere kozotti kapcsolat
1étrej6ttét meggatolni abban az esetben, ha az enhanszer és a promoter kozé helyezik dket.

A BX-C miukodésére feléllitott modell szerint minden regulator régidé egy specialis
szabalyozoéelem-modulokbol felépiild kromoszomalis domén, melyben az elemek ahhoz
sziikségesek, hogy egy adott Hox gén kifejez6djon egy bizonyos paraszelvénytdl poszterior

irdnyban elhelyezkedd minden szelvényben (/8. dbra, 78. oldal és 20. dbra). Minden doménben
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elsddleges fontossaggal bir az inicidtor elem, amely képes leolvasni a gap és pair-rule
géntermékek altal ,,szallitott” pozicionalis informaciot, majd tovabbkiildeni a domén aktivéalasara
vagy represszaldsara vonatkozo jelet. A PRE/TRE — az iniciator elem allapotara valaszolva — a
domén kromatinszerkezetének megvaltoztatdsaval stabilizdlja ezt a dontést. Ezeket a
modositasokat a PcG és TrxG fehérjék hajtjdk végre. Ha a domén aktiv, a benne talalhato
kiilénboz6 enhanszerek a hozzajuk tartozé gén promoterét vezérlik az adott paraszelvényben és
attol hatrafelé. Ha a domén represszalt allapotban van, egyetlen enhanszerének sincs hozzaférése
a promoterhez. A doméneket elvéalasztdo hataroloelemek biztositjdk a domének autondom
mitkodését.

A BX-C 90 éve tarto kutatdsa szamos izgalmas felfedezéssel szolgalt a tudomanyos vilag
szamara. A térképpozicid ¢és a szelvényspecifikus muikodés konzervalt Osszefiiggésétol
(kolinearitas) az evolucio egyik mechanizmusanak, a génkett6z0désnek a felfedezéséig a BX-C
kutatasa mindig 0j tudomanyteriiletek sziiletését jelentette. Az elkovetkezendd években a BX-C
valoszintleg 1) megvilagitasba fogja helyezni jelenlegi gondolkodasunkat a génekrdl és arrdl,
hogy a kiterjedt intergénikus szakaszok milyen modon jarulnak hozza a génszabalyozas igen

bonyolult rendszeréhez.
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OSSZEFOGLALAS

A sejtek differencidlodasat leginkdbb azzal tudjdk jellemezni, hogy meghatirozzak, a
mintazatképzddési folyamatok sordn génkészletiikbdl pontosan mely géneket fejezik ki. A
specifikus génkifejezodési konfiguraciok atadasat az utddsejteknek a belsd “‘sejtmemoria”
biztositja, ezaltal lehetévé valik az embriogenezis kezdetén meghatarozott fejlddési programok
megorzése az egyedfejlodés végéig. A Drosophila melanogaster kivald modellszervezet a
“sejtmemoria” molekuldris mechanizmusainak tanulmanyozéasara, hiszen szamos olyan génjét
ismerjiik, amely adott fejlodési allapotok meghatarozasaért felelds. Ilyenek példaul a konzervalt
homeotikus gének, valamint az azok kromatin-szerkezetét szabalyozo Polycomb (PcG) és
trithorax csoportba (#7xG) tartozd gének. Ha ezekben a génekben mutacido kdvetkezik be,
bizonyos testszelvények helyett masfajta szelvények alakulnak ki az élélényekben. A PcG
fehéjék negativ szabdlyozdk: az in. Polycomb Response Element-ekhez (PRE-k) kétddve tartjak
célgénjeiket transzkripciondlisan inaktiv allapotban. A TrxG fehérjék pozitiv szabalyozok: az n.
Trithorax Response Element-eken (TRE-k) keresztiil hatnak, feladatuk a célgén aktiv allapotban
tartdsa. Mindkét fehérjecsoport hatalmas fehérjekomplexekké all Gssze, amelyek kiilonbozd
biokémiai moddositd képességeik segitségével valtozasokat idéznek eld a kromatin
magasabbrendii szerkezetében, és ezaltal a gének szabalyozasaban.

Kisérleteinkben a Drosophila melanogaster homeotikus bithorax komplexén beliil
legtobbet tanulmanyozott, az Un. bithoraxoid Polycomb Response Element (bxd PRE)
vizsgalataval foglalkoztunk. Ismert, hogy a PRE-k nagy tavolsdgokbdl is képesek egymassal
kolesonhatni, ennek ellenére korabban minden esetben transzgenikus konstrukcidkba épitve,
kiilonbozd riportergének segitségével tanulmanyoztdk ezt a régiot, in situ vizsgalatokat nem
végeztek. Noha tesztrendszertdl fliggben a PRE-k gyakran maés méretiinek adodtak, st az
eredmények idénként egymasnak is ellentmondtak. Mivel a PRE-k egymadssal egylittmiikodve
fejtik ki hatasukat és kiilonbozé kromoszomalis kornyezetekben eltéréen viselkednek,
elhataroztuk, hogy az eredeti helyén, in sifu deléciok segitségével tanulméanyozzuk a bxd
mechanizmuséat eredeti pozicidjukban, és kotdhelyek szintjén meghatarozzuk a szekvencia-

kovetelményeiket.
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A bxd PRE in situ delécios tanulméanyozasdhoz eldszor kifejlesztettiink egy uj
Drosophila-ban hasznélatos génkonverziés modszert. Kétféle konstrukeiot készitettiink, amelyek
templatul szolgaltak a génkonverzidhoz. Az egyik tipusu konstrukcid segitségével FRT (Flip
recognition target) szekvencidk ko6zé helyeztiink az altalunk kivalasztott, eltavolitandd kis
genomi DNS-szakaszt, amelyet a konverziot kovetden Flip/FRT-rekombinacio indukéldsaval
kivagtunk a kromoszomabol. A masik tipusi konstrukcio segitségével I-Scel-hasitohelyet
random méretli deléciokat hoztunk létre a konverzids kromoszoéma /-Scel enzimmel torténd
hasitasaval. Mindkét esetben — a kordbban alkalmazott génkonverzidos modszerhez képest —
megnoveltilk a technika hatékonysagat azzal, hogy markergént épitettiink a konstrukcidkba,
amellyel kovetni tudtunk mind a konverzid, mind a delécio létrejottét. A delécids
kromoszémaban marad6 FRT-helyeket felhasznaltuk az egyes deléciok Osszekapcsoldsara és
duplikacidk létrehozasara.

Korabban harom, potencialis PRE-aktivitassal rendelkezd szakaszt azonositottak
azonban csak a kozépsO eltavolitisa (Al-2, 665 bp) csokkenti le a bxd PRE miikodését
¢szrevehetd modon. Azok a legyek, amelyek heterozigdta formaban hordoztak ezt a deléciot,
~64 % -os gyakorisdggal poszterior irdnyu transzformacidkat mutattak. Jellemzden a szarny
figyeltiik meg rajtuk. A mutans fenotipusok azt jelzik, hogy ezekben a legyekben az 5.
paraszelvény (PS5) 6. paraszelvénnyé¢ (PS6) transzformalodott. A fenti eredményeknek
megfeleléen nem tapasztaltunk novekedést a fenotipus penetranciajaban akkor sem, amikor a
delécio méretét kiterjesztettiik a teljes 3 kb-os régiora (A7-13).

A korabbi transzgenikus kisérletek eredményei alapjan a 3 kb-t kiejtd A7-13 delécio
nemcsak a PRE-kat, hanem minden ismert TRE-t is eltavolit a bxd szabalyozo-régiobol. Noha a
TRE-k eltavolitasatol a szabalyozott gén (Ubx) kifejezdédésének csokkenését varnank, a A7-13
homozigétdkban mégsem tapasztaltuk anterior iranyd transzformaciok megjelenését, amely ezt
jelezte volna szamunkra. Ahogyan azt mas csoportok transzgenikus eredményei is sugalltdk, mi
is arra kovetkeztetiink, hogy a TRE-k szerepe az, hogy ellenstlyozzék a PRE-k inaktivalo hatasat

azokban a szelvényekben, ahol az Oket tartalmazd szabalyozod-régionak aktivnak kell lennie.
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Megerdsitjiik tehat azokat a kovetkeztetéseket, melyek szerint a TRE-k — a korabbi, széleskorben
elterjedt nézettel szemben — antirepresszorként, és nem koaktivatorként miikddnek.

Annak érdekében, hogy tovabb szlikitsiik a bxd PRE miikddéséhez sziikséges szakasz
méretét, létrehoztunk harom olyan deléciot, amely a Al-2 altal lefedett DNS-fragmentum
alrészeit tavolitja el (A10, 280 bp; A17, 185 bp; A12, 127 bp). A Al17 volt a legkisebb méretil,
amely még mindig poszterior transzformaciokat okozott a legyek 22 %-aban. Ha ennek a 185 bp-
os szakasznak barmely részét épen hagytuk, nem tapasztaltunk transzforméciokat még akkor
sem, ha egyuttal a szomszédos szekvenciakat is kivagtuk. Ezért a 185 bp-os szakaszt elneveztiik
bxd PRE-magnak. Erdekes modon minden olyan torzsben, amelyben az egyik homolég
kromoszémar6l hianyzott a PRE-mag (heterozigota), a fenotipus penetrancidja az egymast
kovetd generaciokban fokozatosan csokkent. A homozigdta Al-2 és A10 legyekben a penetrancia
kozelitett a 100 %-hoz, és nem valtozott a torzsek fenntartdsa soran sem. A Al7 esetén azonban
még a homozigdta torzsben is folyamatosan csokkent a penetrancia. A fenotipus expresszivitasa
csak a homozigota Al-2 esetén maradt allandd, a két kisebb deléciora homozigédta allatokban
csokkent. Ezekbdl az adatokbol arra kovetkeztettiink, hogy a bxd PRE modularis szerkezetii. A
PRE-mag szomszédsagaban elhelyezkedd szekvencidk részben helyettesiteni képesek a mag
funkcigjat. S6t, maga a PRE-mag is redundans modulokbol épiil fel, amelyek — valdsziniileg a
szomszédos szekvencidkkal egylittmiikodve — teljes mértékben képesek kompenzalni a
masik/tobbi modul kiesését a magbol. Sulyosabb fenotipust tapasztaltunk a Al-2 hemizigota
legyekben, mint a Al-2 heterozigotdkban, ami arra utal, hogy a bxd PRE mas, a vad tipusu
homoloég kromoszéman talalhat6 szekvencidkkal (valdsziniileg a bxd PRE-val) is egyiittmiikodik.

A bxd és iab-7 PRE-k nagy hasonlosagot mutatnak a GAGA- és PHO-kotOhelyek
mintazataban. Irodalmi adatok szerint ezen kotOhelyek fontos szereppel birnak a PRE-k
felépitésében, valamint tobb megtalalhatd beldliik az altalunk definidlt bxd PRE-magban is. A
fentiekbdl kiindulva elhataroztuk, hogy a bxd PRE magjat kicseréljiik két masik PRE-magra
(iab-5 és iab-7), amelyek szintén a BX-C-ben talalhatok. Mindkét szekvencia — orientaciora vald
tekintet nélkiil — teljes mértékben képes volt helyettesiteni a bxd PRE-mag funkcigjat, ezenkiviil
nem okozott semmilyen ,,furcsa” fenotipust, ami azt bizonyitja, hogy a PRE-k nem hordoznak
magukban pozicionalis informaciot; hanem inkabb egyszerli csendesitd-elemekként (silencer)
muikodnek. Kerestiink homoldgiaval ¢és hasonld kotohely-mintazattal rendelkezé6 DNS-

szakaszokat a human genomban is, ahol eddig még nem azonositottak PRE-kat. Egyetlen ilyen
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szekvenciat talaltunk (H1), majd megvizsgaltuk képes-e betdlteni a bxd PRE-mag szerepét. A HI
nem viselkedett PRE-ként, azonban sikeriilt felallitottunk egy hatékony tesztrendszert, amellyel
azonosithatok (Drosophila) PRE-ként miikodo DNS-szekvenciak.

Harom kiilonb6z6, a bxd PRE-magban halmozottan eléforduld koétdhely elrontdsaval
megvizsgaltuk azt is, hogy az egyes kotOhelyek milyen mértékben jarulnak hozzd a PRE-
funkciohoz. A GAGA- ¢és a PHO-motivumok kiilon-kiilon torténd mutaltatdsa viszonylag
alacsony penetrancia-értékeket eredményezett, a két kotdhely egyiittes elrontdsa azonban a
penetrancia tekintetében egyenértékli volt a mag teljes eltavolitdsaval. Vagyis e két kotdhely
esszencialis épitékove a bxd PRE-nak. Ezzel ellentétben a DSP fehérjével kapcsolatban —
amelyrdl kimutattak, hogy sziikséges az Ubx aktivacidjdhoz — in situ nem talaltunk bizonyitékot
arra, hogy szignifikdns szerepe lenne a bxd PRE miikodésében. Részben tudtuk tehat
megerdsiteni in situ az esszencialis PcG-kotohelyekre vonatkozo kordbbi, transzgenikus
adatokat, kifejlesztettiink azonban egy olyan hatékony mddszert, amely alkalmas lesz a PRE-k
szekvencia-kdvetelményeinek még pontosabb meghatarozasara.

A felndtt legyeken tapasztalt fenotipusok kiértékelésén kiviil a bxd régio altal
szabalyozott Ubx gén kifejezddési mintazatat is vizsgaltuk embriondlis és larvalis szovetek
UBX-elenanyaggal torténd festésével. Ezenkiviil bizonyos konstrukcidkba megfelelden beépitett
Gal4-VP16 markergén segitségével — az UAS-eGFP-rendszeren keresztiil — a bxd szabalyozo-
régid helyi kromatinszerkezetét is tanulmanyozni tudtuk. A felnétt allatok fenotipusainak
megfeleléen az Ubx gén a PS5-ben mutatott enyhébb ektopikus kifejezddést azokban a
larvéakban, amelyekben legalabb a magot eltavolitottuk a bxd PRE-bol. Az Ubx-szel ellentétben,
az eGFP esetén nagymértéki ektopikus kifejezddést talaltunk, a fehérje még a feji szelvényekben
is jelen volt. A masik szembetlind kiilonbség a két gén kifejezddési szintjében mutatkozott: a
deléciokra heterozigota legyekben az eGFP intenzitdsa csokkent, mig az UBX szintje nétt az
egyszerli Gal4-VPI16-inszerciokhoz képest. Nagyon valdszinli, hogy a tapasztalt kiilonbségek a
két gén eltérd szabalyozasat tiikkrozik: a Gal4-VP16 minden bizonnyal csupan egy szomszédos
enhanszer altal szabalyozodik, mig az Ubx sokkal bonyolultabb regulaciéo alda esik, amely
modositja a bxd PRE-delécid hatasait. Modelliink szerint a bxd PRE fehérjéken keresztiil kotodik
az Ubx legalabb egy enhanszeréhez ¢és szabalyozza annak aktivitasat még azokban a
szelvényekben is, ahol a bxd régi6 aktiv. Tehat amellett, hogy eredményeink megerdsitik a

korabbi adatokat, melyek szerint a PRE-k fehérjéken keresztiil a célgén promoteréhez
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kapcsolddnak, ramutatnak bizonyos specifikus enhanszerek ezekben a finoman szabdlyozott,

hatalmas kromatin-komplexekben betdltott jelentds szerepére is.
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SUMMARY

The main process in development is the specialization of dividing cells that make up an
organism. Specialization can be best characterized by the differential gene expression profiles
established during patterning processes. Cells possess an inherent “cellular memory” which
provides the transmission of specific gene expression configurations to daughter cells, enabling
them to maintain developmental programs determined early in embryogenesis for the rest of
development. Drosophila melanogaster is an ideal model organism to study the molecular
mechanisms uderlying “cellular memory”, since several of its genes affecting different
developmental states have been characterized. Among these are the conserved homeotic genes
and their chromatin regulators, the Polycomb (PcG) and trithorax Group (#7xG) of genes.
Mutations in these genes cause the transformation of a given segment into the identity of another
one. PcG proteins are negative regulators: they bind to Polycomb Response Elements to maintain
their target genes in a repressed transcription state. TrxG proteins are positive regulators: they act
through Trithorax Response Elements to keep their target genes in an active state. Both groups of
proteins form large multiprotein complexes, which use various biochemical activities to alter
higher order chromatin structure and, thus, regulate transcription.

Our studies focus on the most extensively studied silencer region in the homeotic
bithorax complex of Drosophila melanogaster, called bithoraxoid Polycomb Response Element
(bxd PRE). Although PREs are known to interact with each other over long distances, all
previous experiments used mobile element constructs with various reporter genes; no in situ
dissection of this region has been performed. In different tests, PREs often proved to be of
varying size, moreover, results were sometimes even contradictory. As PREs function
cooperatively and behave differently in different chromosomal contexts, we decided to study the
bxd PRE in situ. To analyze how PREs function in their natural chromosomal context, and, first,
to determine their sequence requirements in terms of binding sites, we have generated in situ
deletions within a 3-kb region of the bxd PRE/TRE, and examined their effect.

To carry out the deletional analysis of the bxd PRE, we have devised a novel strategy for
gene conversion in Drosophila. We designed two different types of conversion constructs, which
allowed us to generate small deletions of either pre-determined or random size. Templates for

conversion included FRT-sites flanking small genomic sequences or restriction sites for the yeast
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I-Scel enzyme, which permit generating small deficiencies by FLP/FRT recombination or by the
I-Scel induced double strand DNA breaks, respectively. Compared to the previously existing
gene conversion methods, the use of marker genes in our constructs enabled us to easily identify
conversion events and deletion-carrying animals, thus, increasing efficiecy. The FRT sites
remaining in the deletion chromosomes could also be used to merge different deletions or create
duplications.

Previously, 3 sub-elements with potential PRE-activities were identified by chromatin
immuno-precipitation in the 3-kb region of the bxd PRE/TRE. However, we have found that only
the removal of the central one (A1-2, 665 bp) decreases bxd PRE function to a detectable degree.
Flies carrying this deletion showed partial posteriorly directed transformations, such as wing into
haltere and/or 3rd thoracic segment into 1st abdominal segment, with a penetrance of ~64 %
when heterozygous. The observed mutant phenotypes correspond to the transformation of
parasegment 5 (PS5) to parasegment 6 (PS6). Consistent with our findings, no increase in the
penetrance was observed when we extended the size of the deleted sequence to the whole 3-kb
region (A7-13).

Relying on previous transgenic results, the 3-kb A7-13 deletion removes not only PREs,
but also all known TREs from the bxd region. Although from the loss of TREs one would expect
a reduction in the expression of the target gene (Ubx), in A7-13 homozygotes, we saw no
anteriorly directed transformations, which would have indicated such a change. In agreement
with the suggestions from transgenic data by other groups, we propose that TREs function to
counteract PREs inactivating effect in those segments, where the regulatory region harbouring
them is supposed to be active. Thus, we further confirm that TREs do not act as activators, as
widely thought previously, but rather as antirepressors.

To further narrow down the size of the region essential for bxd PRE function, we
generated three deletions internal to A1-2 (A10, 280 bp; A17, 185 bp; A12, 127 bp). A17 was the
smallest one which still caused posterior transformations in 22 % of the flies. If we left parts of
this 185-bp fragment intact in the chromosome, we observed no transformations, even if we
excised the neighbouring sequences in addition. Thus, we named the 185-bp sequence the bxd
PRE core. Interestingly, in all stocks with the missing PRE core, the penetrance of the phenotype
gradually decreased in subsequent generations when heterozygous. In homozygous Al-2 and

A10 flies, the penetrance approached 100 % and was stable during stock maintenance. In the case
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of A17, the penetrance decreased even in the homozygous stock. However, the expressivity of
the phenotype was stable only in homozygous A1-2; it decreased in flies homozygous for the two
smaller deletions. From these data, we concluded that the hxd PRE has a modular structure. The
sequences flanking the PRE core can partially replace the function of the core. Even the PRE
core itself consists of redundant modules, which, probably cooperating with the neghbouring
sequences, can fully compensate for the loss of other module(s) from the core. The phenotype is
more serious in hemizygous A1-2 than in heterozygous A1-2 flies, which shows that the bxd PRE
also cooperates with other sequences (probably the bxd PRE) on the wild type homolog.

Considering that the bxd and iab-7 PREs share a similar pattern of GAGA and PHO
protein binding sites, reported to be important for PRE function, and many of which found in the
bxd PRE core, we decided to replace the bxd PRE core with two “foreign” PRE cores from the
iab-5 and iab-7 regions of the BX-C. Both sequences, in either orientation, could fully replace
the function of the hxd PRE core, and, besides, did not cause any “loss-of-function” phenotypes,
showing that PREs do not carry positional information; rather, they act as simple silencers. We
also searched for DNA stretches with homology and similar binding site pattern in the human
genome, in which no PREs have been identified to date. We found one such sequence (H1), and
then tested if it could fulfil the funcion of the bxd PRE core. H1 did not behave as a PRE,
however, our results show that we established an efficient test system to identify sequences with
(Drosophila) PRE function.

To examine the degree of contribution of different protein binding sites to PRE function,
we mutated the arrays of three types of binding sites within the bxd PRE core. Mutating either
GAGA or PHO motifs resulted in relatively low penetrances, however, mutating GAGA and
PHO motifs together was equivalent in terms of penetrance with the removal of the whole core.
Thus, these two protein binding sites essential building stones of the bxd PRE. In contrast, DSP1
protein binding sites, reported to be required for the activaton of Ubx, appeared to play little role,
if any, in situ in the function of the bxd PRE. Thus, we could only partly confirm previous
transgenic results about essential PcG binding sites in situ, and, more importantly, devised a
powerful method to further define the sequence requirements of PREs.

Besides observing the phenotypes of adult flies, we have also examined the expression
pattern of the Ubx gene controlled by the bxd region, using antibody staining against the UBX

protein in embryonic and larval tissues. Also, the Gal4-VP16 marker gene, cloned appropriately
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in certain constructs, enabled us to study, through the UAS-eGFP system, the local chromatin
structure of the bxd regulatory region. In agreement with the adult phenotypes, the Ubx gene
showed only a modest ectopic expression in PS5 when at least the core was removed from the
bxd PRE. In contrast to Ubx, eGFP showed extreme ectopic expression even in the head
segments. Another striking difference was observed in the gene expression level of these two
genes: in deletion-bearing heterozygotes, the intensity of eGFP decreased, while the level of Ubx
increased, as compared to the simple Gal4-VP16 insertion. Very likely, these differences reflect
the differences between the regulation of the two genes: Gal4-VP16 is most likely controlled by
a single neighbouring enhancer, while Ubx falls under a much more complex regulation that
modifies the effect of bxd PRE deletion. Importantly, our data also imply that the bxd PRE binds
to at least one Ubx enhancer and regulates its activity even in those segments, where the bxd
region is active. Thus, besides confirming previous findings that PREs bind to the target gene
promoter through proteins, we propose that in these finely tuned, large chromatin complexes,

specific enhancers are also major components.
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