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Bevezetés

Dolgozatomban két Drosophila melanogaster (ecetmuslica) gén

szerkezetét, szabályozását és az egyik gén termékének funkcióját tárgyalom.

Az eukarióta génkifejeződés szabályozása egy bonyolult, több szinten

megvalósuló folyamat. Az első lépést, a transzkripciót is számos fehérje

szabályozza. Ezek az alap transzkripciós faktorok, amelyek a tényleges

polinukleotid lánc szintézisét végző RNS polimeráz II mellett részt vesznek az

átíródás elindításában, megkönnyítésében, valamint a startpontjának

meghatározásában. Ezek az alap transzkripciós faktorok jól definiált DNS

szekvenciákhoz kötődnek, és úgy fejtik ki szabályozó hatásukat. Ezek a DNS

szekvenciák általában a transzkripció kezdőpontjához mintegy száz bázispáros

szakaszon belül helyezkednek el a gén alap promóterét alkotva.

Az alap transzkripciós faktorokra transzkripciós aktivátorok és represszorok

hatnak enhanszer szekvenciákon át. Ezek a faktorok szabályozzák a gének

térben és időben való kifejeződését. Az enhanszerek a transzkripció

kezdőpontjától akár több ezer bázispárra is elhelyezkedhetnek mindkét irányban.

A gén átíródását befolyásolja a gén kromatin környezete. Ezt képesek

befolyásolni különböző adaptor és mediátor fehérje-komplexek. Ezek a

komplexek azáltal, hogy fellazítják az aktiválandó gén kromatin struktúráját,

lehetővé teszik, hogy alap transzkripciós faktorok és transzkripciós aktivátorok

kötődjenek az egyes promóter elemekhez.

Egy sejt nem csak magát a transzkripciót képes szabályozni, hanem

lehetőség van a transzkripció után is a gén kifejeződésének szabályozására. Az

egyes gének kifejeződése függ a róluk képződő mRNS stabilitásától, esetleg

szelektív bontásától, valamint a transzláció hatékonyságától is.
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A dolgozat előzményei, célkitűzések

A csoportunk fő érdeklődési területe az eukarióta és virális transzkripció

szabályozás. A dolgozatban szereplő géneket azért kezdtük el vizsgálni, mivel a

Dtl gén terméke, a DTL fehérje egy tesztben képes volt kötődni a HIV-1 vírus

szabályozó RNS-éhez, a TAR RNS-hez, míg a mellette elhelyezkedő másik gén

pedig egy transzkripciós aktivátort és egy alap transzkripciós faktort kódol.

A munka kezdetekor a Drosophila Genom Annotációs Program még éppen

csak elkezdődött, nem állt rendelkezésünkre az ecetmuslica genomjának

szekvenciája. Így először azt kívántuk kideríteni, hogy a két gén pontosan hol

helyezkedik el, mekkora a kiterjedésük és milyen a szerkezetük.

Kíváncsiak voltunk arra is, hogy hol helyezkedik el a két gén alap

promótere, milyen elemek alkotják, valamint hol találhatók egyéb szabályozó

régiók.

Természetesen szerettük volna meghatározni a két gén funkcióját is. A

dolgozatban csak az eddig ismeretlen funkciójú DTL fehérjét kódoló gén

funkcionális vizsgálatát ismertetem, mivel az Ada2a/Rpb4 gén termékeit egy

korábbi munkában már leírtuk.

Alkalmazott módszerek

- DNS modifikációs technikák

- RNS preparálás kifejlett ecetmuslicákból

- cDNS-ek 5’ végeinek klónozása (5’ RACE)

- Southern hibridizáció

- RT-PCR

- Ecetmuslica szöveteinek festése

- Schneider S2 sejtek transzfektálása és luminesszencia mérés
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- Schneider S2 sejtmagi extraktum készítése

- Gélretardáció

- Drosophila melanogaster embrió kivonat készítése

- RNS stabilitás vizsgálat

- Formaldehides gélelektroforézis

- Duplaszálú RNS kimutatás (RNase Protection Assay)

- Denaturáló poliakrilamid gélelektroforézis

- Immunprecipitáció

- Northern hibridizáció

Tudományos eredmények és következtetések

A Drosophila melanogaster Ada2a/Rpb4 és Dtl gének szerkezeti analízise

Dolgozatomban a Drosophila melanogaster 90F9-11-es citológiai

régiójában található két gént vizsgáltam különböző in vivo és in vitro technikák

alkalmazásával. A munka kezdetekor még nem azonosították egyik gént sem,

így nekünk adatott meg a lehetőség erre. Sikerült megállapítanunk mindkét gén

pontos elhelyezkedését és exon-intron struktúráját. Homológiák alapján

neveztük el a két gént. Az első gént, mivel terméke hasonlóságot mutatott a HIV

vírus TAT fehérjéjével, a Dtl (Drosophila Tat-Like) nevet kapta. A másikat az

élesztő Ada2 génnel való nagyfokú homológiája alapján, valamint a róla

alterantív RNS éréssel képződő másik fehérjének az RNS polimeráz II 4.

legnagyobb alegségével mutatott azonossága alapján elneveztük Ada2a/Rpb4-

nek. Az Ada2a/Rpb4 génről  bebizonyítottuk, hogy alternatív éréssel két mRNS

képződik róla, míg a Dtl gén két nyitott leolvasási keretet tartalmaz. Az

Ada2a/Rpb4 génről képződő két mRNS-nek ugyanott kezdődik a
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transzkripciója. Ez azt jelenti, hogy a két mRNS ugyanarról a promóterről íródik

át, egy pre-mRNS-ből képződnek alternatív éréssel.

Az Ada2a/Rpb4 gén in vitro és in vivo vizsgálata

A két gén pontos elhelyezkedésének térképezésekor megállapítottuk, hogy

az 5’ végük csupán 73 bázispárra van egymástól. Egyes megállapítások szerint

egy átlagos Drosophila melanogaster promóter 70-80 bázispár kiterjedésű, míg

mások ezt több mint száz bázispárra teszik. A két gén meglehetősen közeli

elhelyezkedése felveti annak a lehetőségét, hogy a promóterek részben, vagy

teljesen átfednek. Az is elképzelhető, hogy egyes regulátor szakaszok a másik

gén kódoló régiójában foglalnak helyet. Ennek kiderítésére szövettenyészetben

végzett kísérletekkel és transzgenikus legyek felhasználásával térképeztük a

gének szabályozó elemeit. Az Ada2a/Rpb4 in vivo promóter analízise azt

mutatta, hogy a transzkripció iniciációjához szükséges promóter elemek egy

rövid, 79 bázispáros szakaszon vannak.

Transzgenikus legyekben az Ada2a/Rpb4 promóter szövetspecifikus

expressziót mutat: lárvákban az agyban, a herében és az imágó korongokban

észleltünk promóter működésre utaló β-galaktozidáz kifejeződést, míg a kifejlett

egyedeknek csak a gonádjai festődtek. Mivel az ADA2a egy általános

koaktivátor, valamint az RPB4 az RNS polimeráz II alegysége, valószínű, hogy

az észlelt génkifejeződés más szövetspecifikus enhancerek hiányában jöhetett

létre. Az eredmény viszont megerősíti, hogy a vizsgált promóter fragmentumon

megtalálhatók a transzkripció iniciációjához szükséges alap-promóter elemek.

A Dtl gén in vitro és in vivo vizsgálata

A Dtl gén promóterét Schneider S2 sejtekben analizálva megállapítottuk,

hogy a vizsgált promóter szakaszon a transzkripció erősségét jelentősen
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befolyásoló szekvencia elem(ek) találhatók. Ezen elem, vagy elemek helyzetét

luciferáz riportergén kísérletekkel a transzkripciós startponttól számított (-412)-

(-616)-os promóter szakaszra lokalizáltuk. A szabályozó cisz elem(ek) az

Ada2a/Rpb4 gén kódoló régiójában található(k), nem pedig intronban. Az

exonokban található promóter szekvenciák általában az RNS érésben vesznek

részt, nem a transzkripció erősségének szabályozásában.

A Dtl gén promóterét is megvizsgáltuk transzgenikus ecetmuslicák

segítségével. Itt két promóter szakaszt is vizsgáltunk, egy hosszabb, az általunk

vizsgált teljes promóterszakaszt, és egy rövidebb, a transzkripciós startpont előtt

mintegy 141 bázispárt tartlamazót. Hasonlóan az Ada2a/Rpb4 promóternél

tapasztaltakkal, itt is limitált szöveti kifejeződést észleltünk, bár a Dtl

expressziója többb szövetben nyílvánult meg. Különbség mutatkozott a vizsgált

két promóter szakasz között. A hosszabb fragmentum nem mutatott olyan

kifejezett expressziót a lárvák nyálmirigyében és belében, mint a rövidebb. Az

észlelt különbség oka lehet, hogy a hosszabb promóter fragmentumon

elhelyezkedhet olyan cisz elem, amely ezekben a szövetekben fejti ki

represszáló hatását.

A két gén promóterének in vitro DNS-fehérje kötési vizsgálata

A Schneider S2 sejtekben tapasztaltak alapján azt feltételeztük, hogy a Dtl

gén szabályozó régiója belenyúlik az Ada2a/Rpb4 gén kódoló régiójába. Ezt a

feltételezést próbáltuk alátámasztani in vitro DNS-fehérje kötési vizsgálatokkal.

Specifikus DNS-fehérje komplexeket mutattunk ki az Ada2a/Rpb4 gén

transzlálódó szakaszán, valamint a két gén között. Ezen a szakaszon in silico

vizsgálatok három transzkripciós faktor kötőhelyet jósoltak, a Tramtrack, a

Fushi Tarazu és a Suppressor of Hairless fehérjékét. Ezeknek a transzkripciós

faktoroknak a Dtl gén expressziójában játszott szerepe még nem tisztázott.
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Specifikus DNS-fehérje komplexet detektáltunk EMSA-val a két gén

transzkripciós startpontja közötti szakaszon is. Szintetikus duplaszálú

oligonukleotid és α-DREF (DRE binding Factor) ellenanyag segítségével

bizonyítottuk, hogy a DNS-fehérje kölcsönhatásért a DRE (DNA replication-

related element) elem a felelős. DRE mutáns promóterszekvenciát tartalmazó

konstrukciókkal kimutattuk, hogy a DRE elem az Ada2a/Rpb4 gén

expressziójában játszik szerepet, miközben a Dtl expressziója a mutáció hatására

nem változott.

Az Ada2a/Rpb4 és Dtl gén RNS szintű szabályozása

Ribonukleáz védési vizsgálatokkal az Ada2a/Rpb4 gén utolsó négy exonját

tartalmazó genomikus régióban ellentétes irányú, átfedő RNS transzkriptumot

detektáltunk, valamint erről a régióról in vitro transzkripcióval átírt radioaktív

egyesszálú RNS specifikus bomlást mutatott Drosophila embrió kivonatban.

Abban az esetben, ha ezt a radioaktív RNS-t olyan embrió kivonatban

inkubáltuk, amelyből a nagy molekulatömegű enzim-komplexeket kiülepítettük,

akkor az RNS intakt maradt. Ebből arra következtettünk, hogy a bomlásért egy

nagy molekulatömegű enzim-komplex a felelős. Ezek alapján feltételeztük, hogy

a folyamatért az RNS interferencia felelős.

A Dtl gén funkcionális vizsgálata

A DTL fehérje működésének megértésére hiánymutáns állatokat hoztunk

létre, és megállapítottuk, hogy a fehérje hiányában az ecetmuslicák L2-L3

lárvális stádiumban elpusztulnak. Immunhisztokémiai és immunprecipitációs

kísérletek alapján, DTL hiányában az ecetmuslica kromoszómái a mitózis

folyamán rendellenesen szegregálódnak, és a kis RNS-ek rendellenes érésen

mennek keresztül: az 5’ cap struktúra megváltozik, nem trimetilálódik. A
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mutáns törzsek különböző transzgénekkel való menekítési kísérletei azt

mutatták, hogy a mutáns fenotípust a DTL fehérje, és a gén 5’ végén található

másik nyitott leolvasási keret (DTLu) együttes hiánya okozza. A DTL fehérjén

található egy RNS-metiltranszferáz domén, valamint egy feltételezett RNS kötő

motívum is. Ennek a két motívumnak a szerepe a mutáns fenotípus

kialakításában még nem tisztázott. A DTLu-nak eddig csak egy rokon

élőlényben a Drosophila pseudoobscurában találtunk homológját, pontos

funkciójának meghatározása még várat magára.

Legfontosabb Eredmények

1. Különböző térképezési módszerek használatával meghatároztuk a Dtl és

Ada2a/Rpb4 gének szerkezetét és a róluk folyó transzkripció

kezdőpontjait.

2. In vivo és in vitro módszerekkel térképeztük az egyes gének szabályozó

elemeit, meghatároztuk, hogy ezek átfednek, ami egy esetleges

funkcionális kapcsolatra utal a két gén termékei között.

3. Bizonyítottuk, hogy a két gén transzkripciós startpontja között egy

működő DRE elem található, valamint, hogy ennek hiánya csak az

Ada2a/Rpb4 gén kifejeződésére van hatással.

4.  Kísérleteink arra utalnak, hogy a két génnek egy közös, RNS szintű

szabályozása is megvalósul.

5. Megállapítottuk, hogy a DTL fehérje esszenciális, hiányában az

ecetmuslica lárvák osztódó szöveteiben a kromoszómák rendellenesen

szegregálódnak, valamint a kis RNS-ek cap struktúrája megváltozik.
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