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Bevezetés

Dolgozatomban két Drosophila melanogaster (ecetmuslica) gén
szerkezetét, szabalyozasat és az egyik gén termékének funkcigjat targyalom.

Az eukariota génkifejez6dés szabdlyozasa egy bonyolult, tobb szinten
megvalosuld folyamat. Az elsd 1€pést, a transzkripcidt is szamos fehérje
szabalyozza. Ezek az alap transzkripcios faktorok, amelyek a tényleges
polinukleotid lanc szintézisét végzd RNS polimeraz Il mellett részt vesznek az
atirodas  elinditasdban, megkonnyitésében, valamint a  startpontjanak
meghatarozasdban. Ezek az alap transzkripcios faktorok jol definidlt DNS
szekvencidkhoz kotddnek, és ugy fejtik ki szabalyozo hatasukat. Ezek a DNS
szekvencidk altalaban a transzkripcié kezdOpontjadhoz mintegy szaz bazisparos
szakaszon beliil helyezkednek el a gén alap promoterét alkotva.

Az alap transzkripcios faktorokra transzkripcios aktivatorok és represszorok
hatnak enhanszer szekvencidkon at. Ezek a faktorok szabalyozzdk a gének
térben ¢és idOben valo kifejez6dését. Az enhanszerek a transzkripcio
kezddpontjatol akar tobb ezer bazisparra is elhelyezkedhetnek mindkét irdnyban.

A gén atirédasat befolyasolja a gén kromatin kornyezete. Ezt képesek
befolyasolni kiilonb6z6 adaptor ¢és medidtor fehérje-komplexek. Ezek a
komplexek azéltal, hogy fellazitjak az aktivdlandd gén kromatin struktirdjat,
lehet6vé teszik, hogy alap transzkripcids faktorok é€s transzkripcios aktivatorok
kotddjenek az egyes promoter elemekhez.

Egy sejt nem csak magéat a transzkripciot képes szabalyozni, hanem
lehetdség van a transzkripcid utan is a gén kifejez0désének szabalyozasara. Az
egyes gének kifejezddése fiigg a roluk képz6dd mRNS stabilitasatol, esetleg

szelektiv bontasatol, valamint a transzlacio hatékonysagatol is.



A dolgozat el6zményei, célkitizések

A csoportunk f6 érdeklddési teriilete az eukaridta és viralis transzkripciod
szabalyozas. A dolgozatban szerepld géneket azért kezdtiik el vizsgalni, mivel a
Dtl gén terméke, a DTL fehérje egy tesztben képes volt kétddni a HIV-1 virus
szabalyozo RNS-¢éhez, a TAR RNS-hez, mig a mellette elhelyezkedd masik gén
pedig egy transzkripcios aktivatort és egy alap transzkripcids faktort kddol.

A munka kezdetekor a Drosophila Genom Annotacios Program még éppen
csak elkezd6dott, nem 4allt rendelkezésiinkre az ecetmuslica genomjanak
szekvencidja. fgy elészor azt kivantuk kideriteni, hogy a két gén pontosan hol
helyezkedik el, mekkora a kiterjedésiik és milyen a szerkezetiik.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy hol helyezkedik el a két gén alap
promoétere, milyen elemek alkotjak, valamint hol taladlhaték egyéb szabalyozo
régiok.

Természetesen szerettiilk volna meghatarozni a két gén funkcigjat is. A
dolgozatban csak az eddig ismeretlen funkci6jd DTL fehérjét kodold gén
funkciondlis vizsgalatat ismertetem, mivel az Ada2a/Rpb4 gén termékeit egy

korabbi munkaban mar leirtuk.

Alkalmazott modszerek

- DNS modifikécids technikak

- RNS preparalés kifejlett ecetmuslicakbol

- cDNS-ek 5’ végeinek klonozasa (5° RACE)
- Southern hibridizacio

- RT-PCR

- Ecetmuslica szdveteinek festése

- Schneider S2 sejtek transzfektalasa €s luminesszencia mérés



- Schneider S2 sejtmagi extraktum készitése

- Gélretardacio

- Drosophila melanogaster embri6 kivonat készitése

- RNS stabilitas vizsgélat

- Formaldehides gélelektroforézis

- Duplaszalu RNS kimutatas (RNase Protection Assay)
- Denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis

- Immunprecipitacio

- Northern hibridizacio

Tudomanyos eredmények és kovetkeztetések

A Drosophila melanogaster Ada2a/Rpb4 és Dtl gének szerkezeti analizise

Dolgozatomban a Drosophila melanogaster 90F9-11-es citoldgiai
alkalmazéasaval. A munka kezdetekor még nem azonositottadk egyik gént sem,
igy nekiink adatott meg a lehetdség erre. Sikeriilt megallapitanunk mindkét gén
pontos elhelyezkedését és exon-intron struktirdjat. Homoldgidk alapjan
neveztiik el a két gént. Az elsé gént, mivel terméke hasonlosagot mutatott a HIV
virus TAT fehérjéjével, a Dtl (Drosophila Tat-Like) nevet kapta. A masikat az
¢lesztd Ada? génnel valdé nagyfoku homologidja alapjan, valamint a rola
alterantiv.  RNS éréssel képzddd masik fehérjének az RNS polimeraz II 4.
legnagyobb alegségével mutatott azonossaga alapjan elneveztik Ada2a/Rpb4-
nek. Az Ada2a/Rpb4 génrdl bebizonyitottuk, hogy alternativ éréssel két mRNS
képzdédik rola, mig a Dtl gén két nyitott leolvasasi keretet tartalmaz. Az

Ada2a/Rpb4  génrél képz6dd két mRNS-nek ugyanott kezddédik a



transzkripcidja. Ez azt jelenti, hogy a két mRNS ugyanarrol a prométerrdl irddik

at, egy pre-mRNS-bol képzddnek alternativ éréssel.

Az Ada2a/Rpb4 gén in vitro és in vivo vizsgalata

A két gén pontos elhelyezkedésének térképezésekor megallapitottuk, hogy
az 5’ végiik csupan 73 bazisparra van egymastol. Egyes megallapitdsok szerint
egy atlagos Drosophila melanogaster promoéter 70-80 bazispar kiterjedésii, mig
masok ezt tobb mint szdz bézisparra teszik. A két gén meglehetésen kozeli
elhelyezkedése felveti annak a lehetdségét, hogy a promoéterek részben, vagy
teljesen atfednek. Az is elképzelhetd, hogy egyes regulator szakaszok a masik
végzett kisérletekkel és transzgenikus legyek felhasznaldsaval térképeztik a
gének szabalyozo elemeit. Az AdaZa/Rpb4 in vivo promoéter analizise azt
mutatta, hogy a transzkripcid inicidciojdhoz sziikséges promoter elemek egy
rovid, 79 bazisparos szakaszon vannak.

Transzgenikus legyekben az Ada2a/Rpb4 promoéter szovetspecifikus
expresszidt mutat: larvakban az agyban, a herében és az imagd korongokban
észleltiink promoter mitkodésre utald B-galaktozidaz kifejezddést, mig a kifejlett
egyedeknek csak a gonadjai festddtek. Mivel az ADA2a egy altalanos
koaktivator, valamint az RPB4 az RNS polimeraz Il alegysége, valdszinii, hogy
az észlelt génkifejez0dés mas szdvetspecifikus enhancerek hidnyaban johetett
l1étre. Az eredmény viszont megerdsiti, hogy a vizsgalt promoéter fragmentumon

megtalalhatok a transzkripcio iniciacidjahoz sziikséges alap-promoter elemek.

A Dtl gén in vitro és in vivo vizsgdlata

A Dtl gén promoterét Schneider S2 sejtekben analizdlva megallapitottuk,

hogy a vizsgédlt promoéter szakaszon a transzkripcido erdsségét jelentdsen



befolyasolo szekvencia elem(ek) talalhatok. Ezen elem, vagy elemek helyzetét
luciferaz riportergén kisérletekkel a transzkripcios startponttdl szamitott (-412)-
(-616)-0s promoter szakaszra lokalizaltuk. A szabdlyozo cisz elem(ek) az
exonokban talalhat6 prométer szekvencidk altalaban az RNS érésben vesznek
részt, nem a transzkripcio erdsségének szabalyozasaban.

A Dtl gén promoterét is megvizsgaltuk transzgenikus ecetmuslicak
segitségével. Itt két promoter szakaszt 1s vizsgaltunk, egy hosszabb, az altalunk
vizsgalt teljes promoterszakaszt, és egy rovidebb, a transzkripcids startpont elott
mintegy 141 bazispart tartlamazot. Hasonloan az Ada2a/Rpb4 promoternél
tapasztaltakkal, itt is limitalt szoveti kifejezddést é&szleltiink, bar a Dil
expresszidja tobbb szovetben nyilvanult meg. Kiilonbség mutatkozott a vizsgalt
két promoter szakasz kozott. A hosszabb fragmentum nem mutatott olyan
kifejezett expresszidt a larvak nyalmirigyében és belében, mint a révidebb. Az
¢észlelt kiilonbség oka lehet, hogy a hosszabb promdter fragmentumon
elhelyezkedhet olyan cisz elem, amely ezekben a szovetekben fejti ki

represszald hatéasat.

A két gén promoterének in vitro DNS-fehérje kotési vizsgalata

A Schneider S2 sejtekben tapasztaltak alapjan azt feltételeztiik, hogy a Dzl
feltételezést probaltuk aldtdmasztani in vitro DNS-fehérje kotési vizsgalatokkal.
Specifikus DNS-fehérje komplexeket mutattunk ki az AdaZa/Rpb4 gén
transzlalodd szakaszéan, valamint a két gén kozott. Ezen a szakaszon in silico
vizsgéalatok harom transzkripcids faktor kotOhelyet josoltak, a Tramtrack, a
Fushi Tarazu és a Suppressor of Hairless fehérjékét. Ezeknek a transzkripcios

faktoroknak a D¢l gén expresszidjdban jatszott szerepe még nem tisztazott.



Specifikus DNS-fehérje komplexet detektdltunk EMSA-val a két gén
transzkripcidos startpontja kozotti  szakaszon 1s. Szintetikus duplaszalu
oligonukleotid ¢és o-DREF (DRE binding Factor) ellenanyag segitségével
bizonyitottuk, hogy a DNS-fehérje kolcsonhatasért a DRE (DNA replication-
related element) elem a felelés. DRE mutidns promoterszekvenciat tartalmazé
konstrukcidkkal kimutattuk, hogy a DRE elem az Ada2a/Rpb4 gén
expresszidjaban jatszik szerepet, mikdzben a Dt/ expresszidja a mutacio hatasara

nem valtozott.

Az Ada2a/Rpb4 és Dtl gén RNS szintii szabalyozasa

Ribonukleaz védési vizsgalatokkal az Ada2a/Rpb4 gén utolsd négy exonjat
tartalmazd genomikus régioban ellentétes iranyt, atfedd RNS transzkriptumot
detektaltunk, valamint errdl a régiordl in vitro transzkripcidval atirt radioaktiv
egyesszall RNS specifikus bomlast mutatott Drosophila embrié kivonatban.
Abban az esetben, ha ezt a radioaktiv RNS-t olyan embriéo kivonatban
inkubaltuk, amelybdl a nagy molekulatomegli enzim-komplexeket kitilepitettiik,
akkor az RNS intakt maradt. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a bomlasért egy
nagy molekulatomegli enzim-komplex a felelds. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy

a folyamatért az RNS interferencia felel0s.

A Dtl gén funkcionalis vizsgalata

A DTL fehérje miikodésének megértésére hidanymutans allatokat hoztunk
1étre, €s megallapitottuk, hogy a fehérje hidnyaban az ecetmuslicak L2-L3
larvalis stddiumban elpusztulnak. Immunhisztokémiai és immunprecipitaciods
kisérletek alapjan, DTL hianydban az ecetmuslica kromoszomai a mitdzis
folyaman rendellenesen szegregalodnak, és a kis RNS-ek rendellenes érésen

mennek keresztiil: az 5’ cap struktura megvaltozik, nem trimetilalodik. A



mutans torzsek kiilonbozd transzgénekkel valdé menekitési kisérletei azt
mutattdk, hogy a muténs fenotipust a DTL fehérje, és a gén 5° végén taldlhato
masik nyitott leolvasasi keret (DTLu) egylittes hianya okozza. A DTL fehérjén
taladlhaté egy RNS-metiltranszferdz domén, valamint egy feltételezett RNS kotd
motivum is. Ennek a két motivumnak a szerepe a mutans fenotipus
kialakitasdban még nem tisztazott. A DTLu-nak eddig csak egy rokon
¢lélényben a Drosophila pseudoobscurdban taldltunk homoldgjat, pontos

funkciojdnak meghatarozdsa még varat magara.

Legfontosabb Eredmények

1. Kilonbo6zd térképezési modszerek hasznalataval meghataroztuk a Dt €s
AdaZa/Rpb4 gének szerkezetét ¢és a roluk folyd transzkripcid
kezddpontjait.

2. In vivo és in vitro modszerekkel térképeztiik az egyes gének szabalyozo
elemeit, meghataroztuk, hogy ezek atfednek, ami egy esetleges
funkcionalis kapcsolatra utal a két gén termékei kozott.

3. Bizonyitottuk, hogy a két gén transzkripcids startpontja kozott egy
miikodé DRE elem taldlhat6, valamint, hogy ennek hidnya csak az
Ada2a/Rpb4 gén kifejezdédésére van hatassal.

4. Kisérleteink arra utalnak, hogy a két génnek egy kozos, RNS szintii
szabalyozasa is megvalosul.

5. Megéllapitottuk, hogy a DTL fehérje esszencidlis, hidnyaban az
ecetmuslica larvak osztddd szoveteiben a kromoszomak rendellenesen

szegregalodnak, valamint a kis RNS-ek cap struktiraja megvaltozik.
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