Egy Polycomb Response Element (PRE) in situ
vizsgalata Drosophila melanogaster-ben

génkonverzio segitségével

Kozma Gabriella

Ph.D. tézisek

Témavezetd: Dr. Sipos Laszlo

Genetikai Intézet

MTA Szegedi Biolégiai Koézpont

Szegedi Tudomanyegyetem

Biologia Doktori Iskola

Szeged, 2008.



BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A sejtek differencidlodasat a tudomany leginkdbb annak meghatarozasaval tudja jellemezni, hogy a
mintazatképzddési folyamatok sordn génkészletiikbdl pontosan mely géneket fejezik ki. A specifikus
génkifejezddési konfiguraciok atadasat az utddsejteknek a belsd “‘sejtmemoria” biztositja, ezaltal
lehetévé valik az embriogenezis kezdetén meghatirozott fejlodési programok megorzése az
egyedfejlodés végéig. A Drosophila melanogaster kivaldo modellszervezet a “sejtmemoria” molekularis
mechanizmusainak tanulméanyozéasara, hiszen szamos olyan génjét ismerjiik, amely adott fejlédési
allapotok meghatarozasaért felelds. Ilyenek példaul a konzervalt homeotikus gének, valamint az azok
kromatin-szerkezetét szabalyoz6 Polycomb (PcG) és trithorax csoportba (frxG) tartozd gének. Ha
ezekben a génekben mutacido kovetkezik be, bizonyos testszelvények helyett masfajta szelvények
alakulnak ki az ¢l6lényekben. A PcG fehéjék negativ szabalyozok: az in. Polycomb Response Element-
ekhez (PRE-k) kotédve tartjak célgénjeiket transzkripciondlisan inaktiv allapotban. A TrxG fehérjék
pozitiv szabalyozok: az Uin. Trithorax Response Element-eken (TRE-k) keresztiil hatnak, feladatuk a
célgén aktiv allapotban tartdsa. Mindkét fehérjecsoport hatalmas fehérjekomplexekké all Ossze,
amelyek kiilonb6zd biokémiai modositd képességeik segitségével valtozasokat idéznek eld a kromatin
magasabbrendu szerkezetében, és ezaltal a gének szabalyozasaban.

Kisérleteinkben a Drosophila melanogaster homeotikus bithorax komplexén beliil legtobbet
tanulmanyozott, un. bithoraxoid Polycomb Response Element (bxd PRE) vizsgéalataval foglalkoztunk.
Ismert, hogy a PRE-k nagy tavolsagokbdl is képesek egymassal kdlcsonhatni, ennek ellenére korabban
minden esetben transzgenikus konstrukciokba épitve, kiilonbozé riportergének segitségével
tanulmanyoztdk ezt a régiot, in situ vizsgalatokat alig végeztek. A PRE-k tesztrendszertdl fliggden
gyakran mas méretlinek adodtak, sét az eredmények idonként egymasnak is ellentmondtak. Mivel a
PRE-k egymadssal egylittmikodve fejtik ki hatdsukat és kiilonb6z6 kromoszomalis kornyezetekben
eltéréen viselkednek, elhataroztuk, hogy az eredeti helyén, in situ deléciok segitségével
tipusu, P-elem kozvetitette génkonverzion alapuld helyspecifikus mutagenezis modszert. Tovabba a
bxd PRE-t kicseréltiik mas, korabban azonositott PRE-szakaszokra, és megvizsgaltuk, hogy azok
képesek-e betolteni a bxd PRE szerepét. A bxd PRE esszencialis részében talalhato fehérje-kotdhelyek
szelektiv elrontasaval tisztdztuk ezen motivumok hozzajarulasat a PRE mikodéséhez. Kizarolag a
csoportunk altal kifejlesztett technikéval lehetséges egy markergén célzott beépitése a genom egy
meghatarozott pontjara, majd a markergén mellett elhelyezkedd, tetszOleges méreti DNS-szakasz

eltavolitasa. Kisérleteinkben ilyen médon a Gal4-VP16 markergént iiltettik be a bxd PRE/TRE



kiilonb6zé moddositott valtozataiba, majd az UAS-eGFP rendszerrel kombinalva felhasznaltuk a bxd

PRE magasabbrendii, lokalis kromatinszerkezetének tanulmanyozasara.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Rekombinans DNS-technikak
- Polimeraz-lancreakcio (PCR)
- Restrikcids emésztés
- Agar6z gélelektroforézis
- Plazmid- és DNS-fragmentum-tisztitas
- DNS-fragmentumok ligalasa
- Baktérium-transzformacio
- Restrikcios hasitohelyek célzott elrontasa

- Southern blotting
Drosophila embrié-injektalas
Drosophila keresztezések
- Konvertansok azonositasa
- Deléciok létrehozasa FRT/Flip modszerrel és I-Scel restrikcids endonukleazzal
- Rekombinécidé kromoszoéma-karok k6zott FRT/Flip rekombinécioval
Fenotipus-analizis
- felnétt legyek fenotipusainak kiértékelése
- larvalis kutikula eldkészitése €s fényképezése

Immunfestés embriokon és larvakon

Szamitogépes szekvencia-elemzések



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A bxd PRE in situ delécidés tanulmanyozésahoz eldszor kifejlesztettiink egy 1j, Drosophila-ban
haszndlatos, P-elem kozvetitette génkonverzidos modszert. Kétféle konstrukciot készitettliink, amelyek
templatul szolgaltak a génkonverzidhoz. Az egyik tipusu konstrukcié segitségével FRT (Flip
recognition target) szekvencidk koz¢ helyeztiink az altalunk kivalasztott, eltavolitand6 kis genomi
DNS-szakaszt, amelyet a konverziot kovetdéen Flip/FRT-rekombinacié indukalasaval kivagtunk a
kromoszémabol. A masik tipusu konstrukcid segitségével I-Scel-hasitohelyet épitettiink a bxd PRE egy
létre a konverzids kromoszoma /-Scel enzimmel torténd hasitdsdval. Mindkét esetben — a korabban
alkalmazott génkonverzidos moddszerhez képest — megndveltiik a technika hatékonysagat azzal, hogy
markergént épitettiink a konstrukciokba, amellyel kovetni tudtunk mind a konverzid, mind a delécid
1étrejottét. A delécids kromoszoméaban maradd FRT-helyeket felhasznaltuk az egyes deléciok

Osszekapcsolasara és duplikéaciok 1étrehozésara.

2. Korabban harom, potencialis PRE-aktivitassal rendelkezd szakaszt azonositottak immunoprecipitacid
eltavolitasa (A1-2, 665 bp) csokkenti le a bxd PRE miikddését észrevehetd modon. Azok a legyek,
amelyek heterozigota formaban hordoztak ezt a deléciot, ~64 % -os gyakorisdggal poszterior iranyu
transzformaciokat mutattak. Jellemzden a szarny billérré és/vagy a 3. torszelvény 1. potrohszelvénnyé
ezekben a legyekben az 5. paraszelvény (PS5) 6. paraszelvénnyé (PS6) transzformalddott. A fenti
eredményeknek megfeleléen nem tapasztaltunk ndvekedést a fenotipus penetrancidjaban akkor sem,

amikor a delécido méretét kiterjesztettiik a teljes 3 kb-os régidra (A7-13).

3. A korabbi transzgenikus kisérletek eredményei alapjan a 3 kb-t kiejté A7-13 delécié nemcsak a PRE-
kat, hanem minden ismert TRE-t is eltdvolit a bxd szabalyoz6-régiobol. Noha a TRE-k eltavolitasatol a
szabalyozott gén (Ubx) kifejez6désének csokkenését varnank, a A7-13 homozigotdkban mégsem
tapasztaltuk anterior irdnyu transzformaciok megjelenését, amely ezt jelezte volna szamunkra. Ahogyan
azt mas csoportok eredményei is sugalltak, mi is arra kovetkeztetiink, hogy a TRE-k szerepe az, hogy
ellensulyozzédk a PRE-k inaktivalé hatasat azokban a szelvényekben, ahol az Oket tartalmazd
szabalyozo6-régionak aktivnak kell lennie. Megerdsitjiilk tehat azokat a kovetkeztetéseket, melyek
szerint a TRE-k — a korédbbi, széleskorben elterjedt nézettel szemben — antirepresszorként, és nem

koaktivatorként mukodnek.



4. Annak érdekében, hogy tovabb szikitsiik a bxd PRE milkdodéséhez 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 A17 volt a legkisebb méretli, amely még mindig poszterior
transzformaciokat okozott a legyek 22 %-aban. Ha ennek a 185 bp-os szakasznak barmely részét épen
hagytuk, nem tapasztaltunk transzformécidokat még akkor sem, ha egyuttal a szomszédos szekvenciakat
is kivagtuk. Ezért a 185 bp-os szakaszt elneveztikk bxd PRE-magnak. Erdekes médon minden olyan
torzsben, amelyben az egyik homolog kromoszémarol hidnyzott a PRE-mag (heterozigéta), a fenotipus
penetranciaja az egymast kovetd generdciokban fokozatosan csokkent. A homozigota Al-2 és A10
legyekben a penetrancia kozelitett a 100 %-hoz, és nem valtozott a torzsek fenntartdsa sordn sem. A
A17 esetén azonban még a homozigota térzsben is folyamatosan csokkent a penetrancia. A fenotipus
expresszivitdsa csak a homozigota Al-2 esetén maradt allandd, a két kisebb delécidra homozigota
allatokban csokkent. Ezekbdl az adatokbol arra kovetkeztettiink, hogy a bxd PRE modularis szerkezeti.
A PRE-mag szomszédsagaban elhelyezkedd szekvencidk részben helyettesiteni képesek a mag
funkcidjat. S6t, maga a PRE-mag is redundans modulokbol épiil fel, amelyek — valdsziniileg a
szomszédos szekvencidkkal egyiittmiitkddve — teljes mértékben képesek kompenzalni a masik/tobbi
modul kiesését a magbodl. Sulyosabb fenotipust tapasztaltunk a A1-2 hemizigéta legyekben, mint a A1-2
heterozigotakban, ami arra utal, hogy a bxd PRE mads, a vad tipusu homolog kromoszéman talalhato

szekvenciakkal (valosziniileg a bxd PRE-val) is egylittmiikodik.

5. A bxd ¢s iab-7 PRE-k nagy hasonlésagot mutatnak a GAGA- és PHO-kotéhelyek mintazataban.
Irodalmi adatok szerint ezen kétohelyek fontos szereppel birnak a PRE-k felépitésében, valamint tobb
megtalalhat6 beldliik az altalunk definialt 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 taldlhatok. Mindkét szekvencia — orientacidra valo tekintet nélkiil — teljes mértékben képes volt
helyettesiteni a bxd PRE-mag funkciojat, ezenkiviil nem okozott semmilyen ,,furcsa” fenotipust, ami
azt bizonyitja, hogy a PRE-k nem hordoznak magukban pozicionalis informéciot; hanem inkabb
egyszerll csendesité-elemekként (silencer) miikddnek. Kerestiink homologiaval és hasonld kotohely-
mintazattal rendelkez6 DNS-szakaszokat a humén genomban is, ahol eddig még nem azonositottak
PRE-kat. Egyetlen ilyen szekvenciat talaltunk (H1), majd megvizsgaltuk képes-e betdlteni a bxd PRE-
mag szerepét. A H1 nem viselkedett PRE-ként, azonban sikeriilt felallitottunk egy hatékony
tesztrendszert, amellyel azonosithatok (Drosophila) PRE-ként miikodé DNS-szekvenciak.



6. Harom kiilonb6z0, a bxd PRE-magban halmozottan eléforduld kétdhely elrontasaval megvizsgaltuk
azt is, hogy az egyes kotohelyek milyen mértékben jarulnak hozzd a PRE-funkcidhoz. A GAGA- és a
PHO-motivumok kiilon-kiilon torténd mutaltatdsa viszonylag alacsony penetrancia-értékeket
eredményezett, a két kotOhely egylittes elrontdsa azonban a penetrancia tekintetében egyenértékii volt a
mag teljes eltavolitdsaval. Vagyis e két kotohely esszencidlis épitokove a bxd PRE-nak. Ezzel
ellentétben a DSP fehérjével kapcsolatban — amelyrél kimutattdk, hogy sziikséges az Ubx
aktivaciojahoz — in situ nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy szignifikans szerepe lenne a bxd PRE
mitkddésében. Részben tudtuk tehat megerdsiteni in situ az esszencialis PcG-kotohelyekre vonatkozo
korabbi, transzgenikus adatokat, kifejlesztettiink azonban egy olyan hatékony moddszert, amely

alkalmas lesz a PRE-k szekvencia-kdvetelményeinek még pontosabb meghatarozésara.

7. A felnétt legyeken tapasztalt fenotipusok kiértékelésén kiviil a bxd régio altal szabélyozott Ubx gén
kifejez0dési mintazatat is vizsgaltuk embrionalis és larvalis szévetek UBX-elenanyaggal torténd
festésével. Ezenkiviil bizonyos konstrukciokba megfeleléen beépitett Gal4-VPI16 markergén
segitségével — az UAS-eGFP-rendszeren keresztiil — a bxd szabdlyozo-régio helyi kromatinszerkezetét
is tanulmanyozni tudtuk. A felndtt allatok fenotipusainak megfeleléen az Ubx gén a PS5-ben mutatott
enyhébb ektopikus kifejezddést azokban a larvakban, amelyekben legalabb a magot eltavolitottuk a bxd
PRE-bol. Az Ubx-szel ellentétben, az eGFP esetén nagymértékii ektopikus kifejezédést talaltunk: a
fehérje még a feji szelvényekben is jelen volt. A masik szembetiind kiilonbség a két gén kifejezddési
szintjében mutatkozott: a delécidkra heterozigota legyekben az eGFP intenzitasa csokkent, mig az UBX
szintje nott az egyszeri Gal4-VPI6-inszerciokhoz képest. Nagyon valoszinli, hogy a tapasztalt
kiilonbségek a két gén eltérd szabalyozasat tiikrozik: a Gal4-VPI16 minden bizonnyal csupan egy
szomszédos enhanszer altal szabalyozodik, mig az Ubx sokkal bonyolultabb regulacio ald esik, amely
modositja a bxd PRE-delécié hatasait. Modelliink szerint a bxd PRE fehérjéken keresztiil kotddik az
Ubx legalabb egy enhanszeréhez €s szabalyozza annak aktivitasdt 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 kapcsolédnak, ramutatnak bizonyos
specifikus enhanszerek ezekben a finoman szabalyozott, hatalmas kromatin-komplexekben betoltott

jelentds szerepére is azokban a szelvényekben, ahol az Ubx kifejezddik.
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