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A, Eloszo

A Drosophila melanogaster, vagy ecetmuslica egy idedlis organizmus alapvetd bioldgiai
folyamatok tanulményozéasara. Az életciklusa révid (par hét), és az idok folyaman széles
arzendlja alakult ki a genetikai eszk6zoknek és technikdknak, melyek segitségével kozelebb
jutunk a célunk eléréséhez.

Munkank soran a cél két egymashoz nagyon kozeli gén jellemzése volt. Kezdetben nem sok
informaci6 allt rendelkezéslinkre ezekrdl a génekrdl, valamint termékeikrdl, homoldgiadk
alapjan is csak az egyik génrdl voltak sejtéseink, hogy vajon milyen szerepet tolthet be az
ecetmuslica életében. Igy rakényszeriiltiink, hogy tapogatézassal probaljuk megfejteni a gének
funkcidjat. Hogy egy lopott hasonlattal éljek, olyan volt, mikor egy sotét erddben egy
zseblampa fényénél probaljuk megfejteni az erdd nagysagat és mibenlétét. Természetesen
belefutottunk tobb zsdkutcdba is, mire valami halvany sejtésiink kialakult a gének

A munka elérehaladtaval a kezdetben egyszeriibbnek tiind géncsoport egyre bonyolultabba
¢€s egyben izgalmasabba valt. Egyre tobb szerkezeti és funkcionalis finomsagot fedeztiink fel,
valamint felsejlett egy olyan szabélyozési folyamat, amely mindkét gént egyarant érinti. A
dolgozatomban megprobalom bemutatni azokat az eréfeszitéseket, amelyeket a gének leirasa
iranyaba tettiink. Mindenekeldtt azonban a konnyebb megértés érdekében egy rovid, de atfogd
attekintését szeretném adni a kiilonbozdé szabalyozéasi folyamatoknak, valamint tdmpontot

nyujtani a funkcid megértéséhez.



B, Irodalmi bevezetés

1. Transzkripcio szabalyozas

A tobbsejtli szervezetekben nagyon fontos, hogy melyik fehérje mikor és hol 1ép
miikodésbe. Ennek szabdlyozédsira tobb alternativa is létezik, példdul az inaktiv fehérje-
prekurzor aktivva tétele valamilyen modositas altal, vagy a kérdéses fehérje eltavolitdsa a
rendszerbdl, azaz lebontasa. Az ¢€l6lények legismertebb szabalyozasi taktikdja azonban a
fehérjét kodold hirvivd RNS (mRNS) keletkezésének, a transzkripcionak a kontrollalasa. Ez a
szabalyozas az egyes gének promoterén keresztil valosul meg. Egy eukaridta RNS
polimeraz II promoter tobb Osszetevobdl all. A génspecifikus aktivatorok és represszorok
kotohelyei, valamint ezek hatdsat szabalyozd mas elemek (pl. inzulatorok) tobb szaz bazispar
tavolsagra is elhelyezkedhetnek a gén transzkripcios startpontjatdl. Ezek az elemek az egyes
gének iddbeli és/vagy térbeli kifejezddését szabalyozzak. Ez génenként valtoz6 elemeket és
azokhoz kotddo faktorokat jelent. Van viszont egy olyan promoter rész, az un. alap vagy core
promoter, amely mar nem mutat ekkora variabilitast. Drosophila melanogasterben kozel
kétezer gén alap-promoterét megvizsgalva mintegy 10 olyan elemet azonositottak, amelyik
valamelyike majdnem mindegyik gén promoterében eléfordul (1).

A mRNS-eket eukaridotdkban az RNS polimeraz Il szintetizdlja. A transzkripcid egy jol
definialt pontrdl indul, amelyet az egyes gének promotere hataroz meg. Az RNS polimeraz II,
bar DNS-koté tulajdonsaggal rendelkezik, egymagaban mégsem képes megtaldlni a gének
elétti promotert, ehhez kiillonbozd alap-transzkripcidés faktorokra van sziiksége. Ezek a
faktorok egy része jol meghatarozott DNS szekvencidkat, tin. bazélis promoter elemeket ismer
fel, mig masik csoportjuk az RNS polimeraz II és a promoter DNS kotésért felelds fehérjék
kozotti kapesolatot teremti meg. A génkifejezodést mas faktorok, transzkripcids aktivatorok
vagy represszorok is szabélyozzék. Ezek altalaban valamilyen, az alap promotertdl tdvolabbi
DNS szekvencidhoz (enhancerekhez) kotddnek, és onnan fejtik ki gatlo vagy fokozo

hatasukat.



1.1. Alap promoter elemek

Az alap promoter elemek olyan szekvencidk, amelyek sziikségesek ahhoz, hogy az RNS

polimeraz II képes legyen felismerni a promotert.

1.1.1. TATA box

A leggyakrabban el6forduld promoter motivum a TATA box (TATAAA). Drosophila
melanogasterben a vizsgalt 1941 promoter 33,9 %-ban megtaldlhato (1). A TATA box egy
aszimmetrikus szekvencia, amelyhez a TFIID transzkripcios faktor kapcsolodik (2). A TFIID
egy heteromer multiprotein-komplex (3). A tényleges TATA box kotd fehérjét (TBP, TATA
box Binding Protein) eldszor élesztébdl azonositottak (4), majd szekvencia homologia alapjan
mas organizmusokban, igy ecetmuslicaban is (5). A TBP és a hozza kapcsolédé un. TBP
asszocialt faktorok (TAF-ok) alkotjak a TFIID-t. Az igy kialakult DNS-fehérje komplexhez
kapcsolodik a TFIIA, TFIIB, az RNS polimeraz II/TFIIF, TFIIE és végiil a TFIIH. Igy egyiitt
jelolik ki az RNS polimeraz II-nek, hogy hol talalhat6 az a pont, ahonnan elkezdheti a mRNS
szintézisét (6). Az egyes TAF-ok mindamellett, hogy részt vesznek a promoter
felismerésében, rendelkeznek hiszton-acetilaz aktivitassal, kindz aktivitassal, de vannak
koztiik ubiquitin ligalo illetve konjugdlod enzimek, vagy koaktivatorok is, amelyek biztositjak
a génspecifikus transzkripcids faktorokkal a kolcsonhatast (7).

Drosophila melanogasterben konszenzus TATA-box szekvencia a TATAAA, de ettdl eltérd
A/T gazdag szekvencidk is szolgalhatnak TBP felismeré helyként. G:C vagy C:G bazispar
tartalmu szekvencia is eléfordul mint TBP kotdhely, kivéve, ha azok a 5’-TATAAA-3’
aszimmetrikus, egyes kisérletek arra utalnak, hogy ez is segit az RNS polimerdaznak a
transzkripcid irdnyanak meghatarozasaban (9), bar ez egy eléggé mérsékelt preferencia (10).

A transzkripcié startpontja és a TATA-box kozotti tavolsagot a TFIIB és az RNS
polimerdz II egylitt hatdrozzak meg. A pontos mechanizmus még nem ismert, az egyetlen
kapcsolatot az jelenti, hogy azokban a TFIIB mutansokban, ahol megvaltozik a startpont, a

fehérje-komplex konformacids valtozast szenved (11).



1.1.2. Iniciator

Korai promoterszekvencia Osszehasonlitasok azt mutattdk, hogy gyakran szerepel egy
adenozin a startpontban (+1), egy citozin a —1-es pozicidban, €s par pirimidin (Py) veszi koriil
Oket. Ha ezt a szakaszt eltavolitottak, akkor a transzkripcio erdssége csokkent, és a kezddpont
is heterogén lett (12). Ezek a megfigyelések arra utaltak, hogy 1étezik egy olyan szekvencia,
amely a TATA-box mellett felelds a promoéter erdsségéért, és az atirodds pontos
kezddpontjaért, ez az iniciator (INR).

Az INR konszenzus szekvenciaja Drosophila melanogaster esetében Py Py A(-1) N T/A Py
Py. Ez pontosan megegyezik a gerincesekben megallapitott konszenzus szekvencidval, jol
példazva, hogy milyen fontos funkciot tolt be.

Az iniciator és a TATA-box egymast erdsitve funkcional, ha koztik 25-30 bazispar
talalhat6. Ha egyik, vagy madsik elemet eltdvolitjuk, a transzkripcidé alacsonyabb szinten
valosul meg. Abban az esetben, ha a két elem kozott tobb mint 30 bazispar talalhaté a
hatasukat kiilon-kiilon fejtik ki. Ha a kettd kozotti tavolsag kevesebb mint 25 bazispar, a
szinergikus hatds megmarad, de a transzkripcié kezd6pontjat a TATA-box diktalja (9). Habar
az INR nem szimmetrikus, igy a transzkripcio irdnyéra is hatassal lehetne, az ebben valo
szerepe azonban minimalis (9).

Az INR szekvenciat a TFIID komplex ismeri fel (13,14), de a felismeréshez valosziniileg
sziikséges a TFIIA is (13,15). Azokban a promoterekben, ahol az INR melldl hidnyzik a
TATA-box, a TBP vagy nem kotddik a promoéterhez (16), vagy csak nagyon gyengén kotddik
A/T gazdag szekvencidkhoz (17).

Az INR mellett gyakran fordul el6 egy masik alap prométer elem, a DPE (Downstream
Promoter Element). A DPE az INR-rel egyiitt fejti ki hatasat, a két elem kozotti tavolsag
szigorian szabdlyozott. Ecetmuslicdban azt taldltdk, hogy a DPE motivum az INR +I
nukleotidjdhoz viszonyitva precizen +28 és +32 kozott helyezkedik el (18). Az INR és a DPE
szinergikus miikddését erdsiti, hogy a TFIID a két motivumot egyiitt ismeri fel és kapcsolodik
hozzajuk. Ha nincs jelen az INR a DPE mellett, a TFIID nem képes kotddni.

A DPE-INR promoterek transzkripcid aktivacio és/vagy represszio szintjén is elkiiloniilnek
a TATA-box promoterektdl. A TATA-box és a DPE tartalmu promoéterek kézott egy fehérje-

komplex képes kiilonbséget tenni. Egy transzkripcid szabalyozo komplex, az NC2 komplex



represszalja a transzkripciot azokrdl a promdterekrél, amelyek TATA-boxot tartalmaznak,

mig a DPE-fiiggd atirodast aktivalja (19).

1.1.3. DNA Replication-related Element

Léteznek olyan promoterek is, amelyeken a szekvencia felismerésért nem TFIID a felelds.
A TBP mellett harom masik fehérjét is azonositottak, amelyek alap promoter szekvencidkhoz
kotédnek, és a hozzajuk kapcsolodd faktorokkal egyiitt inicialjak a transzkripcidt. Ezek a
TRF1, TRF2 ¢és TRF3 (TBP Related Factor). A TRFl-et eddig csak Drosophila
melanogasterben azonositottak, a TRF2-t szdmos organizmusbol, a TRF3 csak gerincesekben
fordul el6 (20).

A TRF1 a gének egy sziik csoportjanak atirddasaban vesz részt, és nem csak az RNS
polimerdz II fiiggd gének, hanem az RNS polimeraz II fiiggd kis RNS gének
transzkripcidjaban is szerepet jatszik (21).

A TRF3 az N-termindlison kiilonbozik a TBP-t6l, minden vizsgalt szovetben kifejezddott,
de nem a TFIID komplex tagja (20).

A TRF2 sem a TFIID altal medialt transzkripci6 inicidcidban vesz részt. A fehérje kotodik
egy alap promoter elemet felismerd faktorhoz, a DREF-hez (DRE binding Factor) (22). A
DREEF Aéltal kotott DRE elemet (DNA Replication-related Element) a DNS replikacigjaban
résztvevl fehérjék génjeinek promodterében irtdk le elészor (23). A DRE konszenzus
szekvencia egy szimmetrikus oktamer, amely all egy Clal restrikcios endonukledz felismerd
helybdl (ATCGAT) és a két végén egy adeninbdl és egy timinbdl (TATCGATA). A DREF
homodimerként k6tddik a DRE motivumhoz (24).

A DREF fehérjéhez a TRF2-n kiviil més faktorok is kotddnek. Leirtak, hogy kapcsolodik
hozza a NURF (Nucleosome Remodelling Factor) és az ISWI (Imitation Switch), amelyek a
kromatin szervezddésében jatszanak szerepet (22). Ezek a fehérjék, és a hozzajuk kapcsolodd
még nem azonositott faktorok jatszanak szerepet a DRE tartalmu promoterekrdl induld
transzkripcioban. A DREF elem nem csak abban vesz részt, hogy kotddve a DRE elemhez
kijeloli az atirando gén helyét, hanem a NURF ¢és ISWI faktorok segitségével fellazitja a gén
kromatin kdrnyezetét, igy is segitve az RNS polimeraz II és a hozza kapcsolodd faktorok
kotddését a promoterhez. Ezen elmélet mellett szol az is, hogy a DREF fehérje képes
versengeni inzulator elemhez vald kotddésért, mint ezt az scs’ inzuldtor elemnél kimutattak

(25).



1.1.4. Egyéb elemek

Az alap promoterben szdmos mds elem is el6fordulhat. Létezik olyan promdterelem, a BRE
(TFIIB Recognition Element), ahol nem a TFIID, vagy a TBP rokon faktorok k&tddnek,
hanem a TFIIB. A TFIIB a TFIID és az RNS polimeraz II k6zott a kapcsolatot teremti meg. A
TFIIB kotddve a BRE-hez gatlo hatast fejt ki a transzkripciora, viszont ez a kapcsolat és vele
a gatld hatds a VP16 aktivacios domén tartalmu transzkripcids aktivator jelenlétében
felbomlik (26). Ez egy jo példa arra, hogy egy transzkripcids aktivator képes modositani az
alap transzkripcids faktorok hatasat.

A kis RNS-ek promoterében talalhatd egy olyan szekvencia elem, amely meghatarozza a
transzkripcid startpontjat, ez a PSE (Proximal Sequence Element). A PSE képes meghatarozni
a startpontot RNS polimeraz II, és RNS polimeraz III altal atirt géneken is (27).

Drosophila melanogasterben végzett promoter tanulmény tovabbi szekvencia motivumokat
is feltart, amelyek a transzkripcios startponthoz kozel helyezkednek el szamos promdterben
(1). Még nem ismert, hogy ezekhez a motivmokhoz milyen fehérjék kotédnek, és milyen

szerepet jatszanak az egyes gének atirddasaban.

1.2. Génspecifikus transzkripcid-szabalyoz6 elemek és faktorok

Az evolucid soran megjelentek olyan ¢éldlények, amelyek nem csak egyetlen sejtbdl alltak.
A kiilonbozé sejtek, sejtcsoportok szoveteket alkottak. Az €16 szervezeteknek meg kellett
oldaniuk a problémat, hogy bar a sejtek genetikai anyaga, a DNS alloméanyuk ugyanaz, mégis
mas-mas funkciot kell ellatniuk. A megoldas az egyes gének szdovetspecifikus kifejezddése,
azaz a kiilonboz6 szoveteket alkotd sejtekben mas és mas géncsoport expresszalodik, ezaltal
biztositva a funkciondlis diverzitast. A szovetspecifikus génkifejez6dést a kiillonbozo
transzkripcids aktivatorok ¢és represszorok iranyitjdk. Ezek a fehérjék, vagy fehérje
komplexek a szabalyozand6 gének kozelében talalhato DNS szekvencidkhoz, az tigynevezett

enhancerekhez kotddnek.



1.2.1. Enhancerek és inzulatorok

Az enhancerek kétféleképpen kozvetithetik a promoterek felé a transzkripciot szabalyozo
hatasukat: az egyik, hogy kozvetlen kapcsolatot 1étesitenek az alap promoter ,,masinériaval”, a
masik, hogy megvaltoztatjadk a promodter kromatin kornyezetét. Ezeket a hatdsokat az
enhancerekhez kotddé transzkripcids faktorok kozvetitik, amelyek kapcsolédnak alap
promoter elemekhez kotddd faktorokhoz, vagy kromatin moddosité komplexekhez. Az
enhancerek altal kozvetitett génaktivacio is kétféleképpen valdésulhat meg, egyes esetekben az
enhancer megndveli annak a valdsziniiségét, hogy a gén aktivalddik, anélkiil, hogy az
aktivacio mértékét befolydsolnd, mas esetekben az enhancer megndveli a génexpresszid
mértékeét (28).

Egyes gének bonyolult idobeli és térbeli expressziés mintazata gyakran ugyancsak
bonyolult modularis szabalyozé elemeket igényel. Ezek nem ritkdn 300-700 bazispar hosszan
is elnyulhatnak, akar tobb 10 kbp-ra a szabalyozandd prométertdl. Ezek a gének altalaban az
egyedfejlddésben jatszanak szerepet, mint példaul a hairy és az eve ,pair-rule” gének, ahol
tobb elkiiloniilt enhancer is talalhato a szabalyozo régidikban, aktivald és represszald hatéast
kifejtve (29,30).

Az enhancer szekvencidk koto- €és gyljtéhelyként szolgdlnak a hozzajuk kapcsolodo gének
szabalyozasaban szerepet jatszd transzkripcids faktorok szamdra. A statikus szerepen tul,
képesek befolyasolni a hozzdjuk kotddd faktorok transzkripcid szabalyozo hatasat. Egyes
enhancerek felerdsitik a szabalyozé jelet (31), masok aktivald hatast represszor hatdssa
konvertalnak (32), megint masok gradiens regulatorok hatasat kozvetitik (33). Az enhancerek
funkcioinak szertedgazosagat két véglet kozeé lehet poziciondlni, az egyik véglet, mikor egy
specifikus enhancerhez egyszertien k6tddik egy szovetspecifikus transzkripcios faktor, és igy
kozvetiti a szovetspecifikus aktivaciot (34), a masik véglet, mikor egy enhancerhez tobb
aktivalo és represszalo faktor is kotodik egyidejlileg és a szabalyozandd génre egylittesen
hatnak, az eredeti funkciojuktol eltéréd modon (35,36).

Az enhancerek hatdsat a kiilonb6z6 promoterekre nem csak az enharcerhez kotddd
transzkripcids faktorok hatdrozzdk meg, hanem a promdter maga is képes szabalyozni. Az
alap promoter ,,masinéria” egyes transzkripcios faktorok altali aktivacidja fligg attol, hogy a
promoéternek milyen a struktirdja. Példaul a Drosophila melanogaster Antennapedia
génkomplexében a fushi tarazu (fiz) és Sex combs reduced (Scr) gének kozott talalhato AE1
enhancer csak az fiz promotert aktivalja (37). Az ftz prométer TATA-boxot tartalmaz, mig az
Scr promoter INR és DPE elemeket. Ez a megfigyelés arra a kdvetkeztetésre vezet, hogy az

AE1 enhancer specifikusan a TATA-boxot tartalmazd promoétereket aktivalja, mig az INR-



DPE prométerekre nincs hatdssal. Léteznek olyan enhancerek is, amelyek nem tesznek
kiilonbséget a kétféle alap promoter osztaly kozott, és mindkettét képesek aktivalni (37).

Az enhancerek és promoterek kozotti kdlcsonhatas a kompatibilitdson és specificitdson tul
egy tovabbi szinten is szabalyozodik. Léteznek olyan elemek, amelyek blokkoljak a kettd
kozotti kapesolatot, ezek az inzulatorok. Ha egy inzulator helyezkedik el az enhancer és a
promoter kozott, akkor az képes blokkolni a kettd kozotti kolcsonhatast, igy példaul egy
génkomplexben az inzulatorok az enhancer aktivitast be tudjak hatdrolni a gének csak egy
részére (38). Az inzuldtorok a heterokromatin terjedését is megakadalyozzék (39). Az
inzulatorok is specialis célszekvenciak, amelyekhez fehérjekomplexek kdtddnek, és igy fejtik
ki blokkol6 hatasukat.

Minden izuldtor képes enhancereket blokkolni, de a blokkolé hatdsukban kiilonbségek
vannak. Példdul a Fab-7 elem nem képes olyan effektiven gétolni az fiz enhancert, mint a
su(Hw) kotohelyek (40), vagy a su(Hw) képes blokkolni a hairy represszort, de nem képes
gatolni a dorsal aktivald hatasat (41). Az inzulatorok blokkolo hatasat befolyasolhatja az
enhancer erdssége, egy kopidban hatdsosan gatolt enhancer tobb kopidban képes az

inzuldtoron keresztiil is aktivalni a célpromotert (42).

1.2.2. Koaktivatorok

A transzkripcids koaktivatoroknak vagy adaptoroknak két f6 osztalya van, az adaptorok,
amelyek az aktivatorokkal kapcsolddva segitik a transzkripcids ,,masinéria” 0sszeszerel0dését
a promoteren, és a kromatin modositdo komplexek. Az elsé csoportba a TFIID-t alkot6, a TBP-
hez kotédé TAF-ok tartoznak, és az un. mediator komplexek. A kiilonbozd transzkripcids
faktorok ¢és a TFIID kozotti kapcsolatért az egyes TAF-ok a felelések, mig a mediator
komplexek az RNS polimeraz I C-termindlis doménjéhez kapcsolédva vesznek részt a
transzkripcid szabalyozasaban (43).

A masik csoportot a kromatin modositdé komplexek alkotjak. Ide tartoznak az ATP-fiiggd
kromatin remodelling komplexek és a hiszton acetil-transzferaz komplexek. A kromatin
remodelling  komplexek ATP  segitségével destabilizaljak, ¢s elmozditjak a
hisztonoktamerekbdl 4ll6 nukleoszémakat, igy fellazitjak a kromatint, teret engedve a
transzkripcid inicidcidjanak (44). Tobb ilyen komplexet ismeriink, példaul az SWI/SNF
komplexet, a NURF vagy a CHRAC komplexeket.
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Az aktivan atir6d6 géneket Osszefiiggésbe lehet hozni az acetilalodott hisztonokkal, mig az
inaktiv gének kornyezetében hipoacetilalt hisztonokat figyeltek meg (45). Ennek megfeleléen
a transzkripcios koaktivatorok tobbségének van hiszton acetilaz funkcidval rendelkezd tagja,
mig a korepresszorok tobbsége hiszton deacetilaz funkciot is betdlt. A hisztonok acetilacioja
megvaltoztatja a toltésiiket, és ezaltal gyengiti a nukleoszoma-DNS kdlesonhatést (46). Ennek
fényében a hiszton acetilaz komplexekrdl, mint a transzkripciot eldsegité koaktivatorokrol
beszélhetiink.

A legalaposabban tanulméanyozott hiszton acetilaz komplexek a SAGA és ADA komplexek.
A SAGA komplex egy tobb mint 10 fehérjébdl alléo nagy komplex élesztdben, mig az ADA
komplexnek csak 4 tagjat azonositottak (47), az Ada2-t, az Ada3-at, a Gen5-6t €s az Ahcl-et.
Bér az Ada2, Ada3 és a Gen5 ugyancsak tagja a SAGA komplexnek is, mégsem beszélhetiink
ugy az ADA komplexrdl, mint a SAGA alegységérdl, hiszen az Ahcl nem tagja a SAGA
komplexnek (48). A SAGA komplex a fenti harom fehérjén kiviil tobbek kozott tartalmaz
még TAF-okat és Spt fehérjéket is, amelyeken keresztiil kapcsolodik a TBP-hez, mintegy
hidat képezve a transzkripcios faktorok €s a TFIID kozott (49). A tényleges hiszton acetilaz
fehérje a GenS, a komplex tovabbi tagjai az acetilacid segitésében, a TBP kotésben és a
komplex integritasanak megorzésében vesznek részt. Az élesztéhdz hasonléan a Drosophila

melanogasterben is minimum két Ada/Gen5 tartalmi hiszton acetildz komplex van (50).

2. Kis RNS-ek

Léteznek olyan gének, amelyek nem fehérjéket kddolnak, hanem a roluk atirodo RNS-ek
toltenek be valamilyen funkciot a sejt életében. Ezek az RNS-ek a nemkodolé RNS-ek,
ilyenek példaul a riboszomalis RNS-ek (rRNS) vagy a transzfer RNS-ek (tRNS-ek). A
nemkodolé RNS-ek kozé tartoznak a kis magi RNS-ek (snRNS — small nuclear RNS) ¢és
nukleolaris RNS-ek (snoRNS — small nucleolar RNS) is.

Az snRNS-ek és snoRNS-ek vagy 0nallo génrdl irédnak &t (51), vagy intronbol
vagodhatnak ki (52). Az érésiik soran egy résziik kikeriil a citoplazmaba (53), ott az snRNS-
ek kapcsolodnak a Surivival of Motor Neurons (SMN) gerincli Sm fehérje-komplexhez (54).
Az Sm-komplex a mRNS érését segitd snRNP-k Osszeszerelddésében jatszik szerepet. A
citoplazmaban az RNS polimerdz II altal atirt kis RNS-ek cap struktiraja is modosul, 7-
monometil-guanozin-rol 2,2,7-trimetil-guanozinra (m’G). Ez egy fontos modosulas, az mRNS

érésben csak m’G-cap tartalmi snRNS-ek képesek részt venni, ugyanis ez a modosulas
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szliikséges a sejtmagi transzportjukhoz (55). A kis RNS-ek ezek utan visszakeriilnek a
sejtmagba, majd a  Cajal-testbe  vandorolnak, ahol metildlddhatnak  vagy
pszeudouridinalodhatnak (56).

Mind az snRNS-ek, mind az snoRNS-ek bonyolult méasodlagos strukturaval rendelkeznek.
Az snRNS-ek masodlagos struktirdja diverz, nem lehet kiilonb6z6 szerkezeti osztalyokba
sorolni Oket. Az snoRNS-ek mar mutatnak szerkezeti hasonldsagot, amely alapjan két
osztalyba lehet 6ket sorolni. Az elsd a C/D box-szal rendelkez6 snoRNS-ek, a masodik a
H/ACA box-szal rendelkez6k (57). Ezek nem rigid osztalyok, 1étezik olyan kis RNS, amely
rendelkezik mind C/D, mind H/ACA box-szal is (58).

Az snRNS-ek kevés kivétellel a mRNS érésében jatszanak szerepet. Az RNS-ek kiilonb6zo
fehérjékkel egytitt alkotjak az un. snRNP-ket, amelyek a mRNS érés effektor molekuldi, a
preciz intron kivagddasban jatszanak fontos szerepet (59). Az snoRNS-ek féleg a tRNS-ek és
rRNS-ek érésében vesznek részt, segitik a kiilonbozé6 RNS-ek 2’-O-metilacidit ¢és
pszeudouridinilacidit. A C/D box snoRNS-ek a 2’-O-metilacidoban vesznek részt, a H/ACA
box snoRNS-ek az uridin pszeudouridinné alakitasat iranyitjak (60). Egy kiilén csoportot
alkotnak az un. scaRNS-ek (small Cajal body-specific RNS), amelyek a Cajal-testekben
akkumulalédnak, €és szintén RNS modositdsokban vesznek részt (61). Humén sejtekben a
kromoszdma végek, a telomerek szintetizacidjahoz nélkiilozhetetlen RNS, a telomer RNS is

szerkezetileg egy snoRNS (62).

3. RNS degradacio

Egy €16 sejtben a mRNS-ek tobbféle uton és oknal fogva degradalodhatnak. A mRNS
degradacio szolgalhat génexpresszid szabalyozasara, de bekovetkezhet aberrans mRNS-ek
hatasara is. A mRNS-ek kontrollalasa a sejt elemi érdeke, hiszen csonka, vagy befejezetlen
érésen atesett mRNS-ekrdl mutans fehérje képzddhet, és ez a sejt pusztulasahoz is vezethet.
Eppen ezért a sejt tobb szinten is ellendrzi, hogy tokéletesen processzalt mRNS keriiljon a
fehérje szintetizald egységekhez, a riboszomakhoz.

A mRNS kontroll mar a transzkripcid szintjén elkezdédik, az RNS polimeraz II részt vesz
abban, hogy a mRNS érést végzd un. splicing faktorok a szintetizdlodé pre-mRNS-hez
kapcsolodhassanak (63). A mRNS-ek 3’ végének poliadenilacigjat végzé CPSF (Cleavage
and Polyadenylation Specificity Factor) fehérje is kotodik alap promoter faktorhoz, mégpedig
a TFIID-hez, €s innen keriil at az RNS polimerdz II C-terminalis doménjére (CTD). Ebbdl
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cres

processzalasaban is: a cap formacidban, splicingban és a poliadenilacioban (64). A nem
megfelelden érett mRNS lebontasra keriil az exoszoéma, vagy a Ratlp fehérje altal. A mRNS
érése utan kikeriil a citoplazmaba. Az export is egy kontroll pont, a citoplazméaba csak
megfelelden processzalt mRNS-ek 1éphetnek ki (65). A végso ellendrzés a transzlacid szintjén
folyik, a citoplazméaban csak megfeleld cap ¢€s 3° vég struktiraval rendelkez0 mRNS marad
stabil, és csak igy képes stimulélni a transzlaciot (66). A helytelen cap vagy 3’ struktiraval
rendelkez6 mRNS-eket endo- és exonukledzok bontjak le, igy a transzlacioban mar nem
vesznek részt. Azonban a transzlacio szintjén is 1étezik egy RNS degradacidés mechanizmus, a
Nonsense-mediated decay (NMD).

fehérje-komplexek végzik a lebontasra itélt mRNS felismerését és lebontasat, az NMD és az
RNS interferencia. Az RNS interferencia a génexpresszid szabalyozdsdban is részt vesz, de

foként duplaszali RNS-ek, és veliikk homolog egyesszali RNS-ek eliminéciojat végzi.

3.1. Nonsense-mediated decay

A sejt szamara elengedhetetleniil fontos, hogy ép, megfeleld érésen atesett mRNS-ek
kertiljenek a riboszomakhoz, ugyanis csak igy tudja elkeriilni, hogy mutans fehérjék
szintetizalodjanak. Ha egy mRNS korai terminacios kodont tartalmaz, akkor csonka fehérje
képzddik, ami a sejt pusztulasaval is jarhat. Ennek kikiiszobolését végzi az NMD. Emellett
segit a nem megfelelden érett mRNS-ek lebontasaban is, abban az esetben, ha a visszamarado
intronban terminécios szignal van (67).

A korai terminaciés kodont az NMD annak helyzetébdl ismeri fel. Abban az esetben, ha egy
stop kodon talalhaté tobb mint 6tven nukleotiddal korabban, mint az utols6 exon-exon
csatlakozas, az NMD miikodésbe 1ép, és a mRNS lebontasra keriil (68). Ennek megfelelden a
gének nagy tobbségében a terminacidos kod vagy az utolsd6 exonban van, vagy Otven
bazisparon beliil talalhatd az utols6 exon-exon csatlakozashoz viszonyitva (69). A mRNS-en
az exon-exon csatlakozastol 20-24 nukleotidra egy fehérje-komplex, az Exon-junction
komplex (EJC) iil, amelynek egyes tagjai kikeriilnek a mRNS-sel egyiitt a citoplazmaba (70).
Abban az esetben, ha az EJC a terminaciés kodontdl 3’ iranyban talalhatd, az Upf fehérje-
komplex hidat képez az EJC és a transzlaciot befejezd tn. Translation release faktor kozott, és

beinditja az NMD-t (71). Maga a mRNS degradacios folyamat Drosophila melanogasterben
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még nem tisztazott. Saccharomyces cerevisiae-ben az NMD sordn eldszor a mRNS poliA
farka, majd cap struktardja hasitodik le, végiil 5°-3” iranyban exonukleazok bontjak le a cap és

poliA farok nélkiili mRNS-t (72).

3.2. RNS interferencia

A sejtbe bejutd, vagy ott kialakuld duplaszalu RNS-ek (dsRNS) gyors lebontasra keriilnek,
¢s a velik szekvencialisan azonos egyesszalu RNS-ek (ssRNS) is degradalodnak. Ez a
folyamat az RNS interferencia (RNAi) (73). Az RNS interfererenciat leirtdk szdmos
organizmusban, koztilkk Drosophila melanogasterben is (74). Kezdetben azt feltételezték,
hogy ez a mechanizmus a duplaszali RNS virusok eliminacigjat (75), a transzpozonok
aktivalodasanak gatlasat (76), valamint idegen eredetii nukleinsavak, példaul transzgének
csendesitését (77) szolgalja. Mara kisérleti bizonyitékok utalnak arra, hogy részt vesz a
transzkripcid szabalyozasaban is (78).

Az RNS interferencia tobb szinten is beleszol a génexpresszid szabalyozasaba. Mivel az
RNAI soran dsRNS hatdsara mRNS-ek bomlanak, ezért az RNS interferencia képes a mRNS
szintjét befolydsolni a transzkripcié utan. A ndvényekben kimutattak, hogy dsRNS homolog
DNS szekvencidk metilacidjat indukalja, igy csokkenti a transzkripcio iniciacidjat (79),
valamint képes befolyasolni a homolég DNS kromatin kdrnyezetét (80).

Az RNS interferencia mechanizmusa kétlépcsés. Elészor a duplaszala RNS-t egy RNaz-
komplex rovid, 21-25 nukleotid hosszu fragmentekre darabolja, majd ezek a rovid RNS
darabok iradnyitjdk a homoldg egyesszali RNS bontasat egy masik nukleaz-komplex
segitségével.

Az elsé 1épésben a dsRNS-t egy RNazIII tartalmi komplex, a Dicer-komplex hasitja (81). A
keletkezd 21-25 nukleotid hosszii dsSRNS fragmentumok a siRNS-ek (short-interfering RNS)
(82). A siRNS-ek nem tokéletes duplaszala RNS-ek, 2 nukleotidos 3’ tulnyul6 végiik van,
amely sziikséges az effektor-komplexbe épiiléshez (83). Az igy keletkezd siRNS-ek az RNS
interferencia tulajdonképpeni effektor molekuldi. Csak azok az RNS-ek degradalodnak,
amelyekhez a siRNS-ek egyik széla hibridizalni képes. Az RNS bontést egy masik komplex, a
RISC (RNA-Induced Silencing Complex) komplex végzi. A siRNS-ek a Dicer-komplexbdl az
R2D2 fehérje segitségével atkeriilnek a RISC-komplexbe (84). A RISC-komplexben a siRNS-
ek ATP segitségével kitekerednek ¢és denaturalodnak (85). A RISC ezek utan hasitja a

14



homoldg RNS-t a hasonlésagot mutato région beliil (86). A homoldg RNS-ek eliminacidjahoz
fontos, hogy a siRNS komplementer szalanak 5’ vége foszforilalva legyen (85).

Az RNS interferencia szignal terjedését RNS-fliggé RNS polimeraz is segiti a legtobb
organizmusban (87). Bar Drosophila melanogasterben is leirtak ilyen fehérjét (88), az RNS
interferencidban vald szerepét nem tudtak alatdmasztani (89).

A siRNS-ekhez hasonldé miRNS-ek (micro RNS) is a Dicer-komplex segitségével
hasitodnak ki dsRNS-ekbdl (pontosabban RNS hairpinekbdl) (90). A miRNS-ek is részt
vehetnek RNS degradéacios folyamatokban (91), de eléidézhetik a célgének transzlacios
gatlasat is (92).
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C, Célkitiizések

A disszertaciomban két Drosophila melanogaster gén vizsgalatat targyalom. Az egyik gént
termékének TAR RNS kot tulajdonsaga miatt D¢/-nek (Drosophila tat like) neveztiik, a
masik génrdl alternativ éréssel két fehérje képzddik, amelyeket homoldgidk alapjan az
ADA2a ¢és az RPB4 nevet kaptdk. A munka kezdetekor a Drosophila Genom Annotacios
Program még éppen csak elkezd6dott, nem allt rendelkezésiinkre az ecetmuslica genomjanak
szekvencija. Igy elészor azt kivantuk kideriteni, hogy a két gén pontosan hol helyezkedik el,
mekkora a kiterjedésiik és milyen a szerkezetiik.

Kivécsiak voltunk, hogy hol helyezkedik el a két gén alap promotere, milyen elemek
alkotjak, valamint hol helyezkednek el egyéb szabalyozé régiok. A vizsgalatok soran kideriilt,
hogy a két gén nagyon szorosan helyezkedik el egymas mellett, €s ez szamos kérdést vetett
fel. Tobbek kozott szerettiik volna tudni, hogy egylittesen szabalyozodnak-e, és ha igen, ezt
milyen folyamatok iranyitjak.
eddig ismeretlen funkcioju DTL fehérjét kodold gén funkciondlis vizsgalatat ismertetem,
mivel az Ada2a/Rpb4 gén termékeit egy munkatarsam irta le. Id6kdzben az altalam vizsgalt
fehérje élesztd és human homoldgjait leirtdk mint trimetil-guanozin szintazt, felvetddott a

kérdés, vajon az ecetmuslica fehérje is rendelkezik-e ilyen aktivitassal.
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D, Anyagok és modszerek

1. DNS modifikacios technikak

A restrikcios emésztéseket, ligalasokat ¢s Klenow feltoltéseket Fermentas és New England
Biolabs enzimekkel végeztiik, a gyartd altal leirt kortilmények kozott. DNS fragmentum
izolalast DNA Extraction Kittel (Fermentas'™) végeztik. A PCR termékeket pTZ57R/T
(Fermentas'™) T-végli vektorba klonoztuk. Transzfekciohoz tiszta DNS-t a Quiagen cég
Plasmid Midi Kitjével nyertiik.

A részletesen fel nem sorolt modszereket Sambrook és mtsai. Molecular Cloning cimii
konyve altal leirt modon végeztiik.

A kiiloboz6 plazmidkonstrukcidhoz hasznalt primerek és adapterek:

dtlL: 5>-GGTAGTTCTCAAAGGCACAG-3’

MinR:5’-CGAGGGTACCGCTCAGTTTGTTAAAG-3’

MinF: 5’>-GAGCGGTACCCGGAATGATAAA-3’

MinF2: 5°-GGCTGCAGGCTAGTGTGACCAACGTA-3’

3fiSTOP: 5’-CTAGTCTAGACTAG-3".

2. RNS preparalés kifejlett ecetmuslicakbol

Az ecetmuslicakat 10 ml/g ,,D” pufferben (4 M guanidin-izotiocianat; 25 mM natrium-citrat
pH:7,0; 0.5% (w/v) sarcosyl; 100 mM [B-merkaptoetanol) homogenizaltuk, majd 0,2 M
natrium-acetatot adtunk hozza. Ezek utan egy térfogat fenollal dsszekevertiik, majd egyotod
térfogat kloroformot adtunk hozza. 15 percig allt jégen, utana 10000 g-vel centrifugaltuk 10
percig 4°C-on. A felsé fazist fenol/kloroformmal extrahdltuk, majd ismét centrifugaltuk az
elézoleg leirt modon. A feliiliszohoz azonos térfogat izopropanolt adtunk, és a kicsapddott
RNS-t 10000 g-vel centrifugaltuk 30 percig 4°C-on. A csapadékot 70%-os (v/v) etanollal
mostuk, amit ismét centrifugalds kovetett. Az RNS-t 0,1 ml Rnaz-mentes vizben vettiik fel,
majd 2,5 térfogat 96%-os (v/v) etanol és 0,1 térfogat 3 M natrium-acetat pH: 5,2

hozzaadasaval ismét kicsaptuk, és igy taroltuk -20°C-on.
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3. cDNS-ek 5° végeinek klonozasa

A c¢DNS-ek 5’ végeinek azonositisdhoz az Ambion cég FirstChoice® RLM-RACE Kkitjét
haszndltuk. Ossz-RNS mintabél indultunk ki. Fontos volt, hogy az RNS minél intaktabb
legyen, mivel degradalodott RNS-bdl kiindulva nem lehet megallapitani egy cDNS pontos 5’
véget.

Az RNS-t eldszor Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) enzimmel kezeltiik, hogy az
57 végérdl eltavolitsuk a foszfat csoportot. Ezt Tobacco Acid Pyrophosphatase kezelés
kovette, amellyel lehasitottuk a mRNS-ek cap szerkezetét. Ezek utdn egy RNS adaptert
ligdltunk az igy kezelt RNS-ekhez, és random primerek illetve reverz transzkriptaz
segitségével cDNS-cket készitettlink bel6liik. Ebbol a cDNS elegybdl adapter ¢és
génspecifikus primereket hasznalva sokszorositottuk az altalunk kivant 5 végi cDNS darabot.

Az alabbi rajz az 5> RACE (Rapid Amplification of cDNA End) folyamatat szemlélteti.

5" RLM-RACE

CIP kezelés a degradalédott RNS-ek
és DNS-ek 5’ PO, csoportjainak eltivolitisira

I i

TAP kezelés a teljes hosszisagiu RNS-ek
cap-ének eltavolitasara
,)/ —
5> RACE adapter ligalasa

_— e

reverztranszKkripcio

T Y

e PR
H""_'_\_\'"\—\_\_,_o—"’-
o=

A felhasznalt adapterek €s primerek:

5’RACE adapter:
5’-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3’
5' RACE Outer Primer: 5'-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3'
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5" RACE Inner Primer: 5-CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3'
Génspecifikus primerek:

Dtl

UBRT/21R: 5’>-TTACGCGTGACTGGCATCACG-3’
UBRNACR: 5’-GTATTCGGGAAACCGCTTGTGCCA-3’
DtatR1: 5’-CTGCCAGAATTCTTTCC-3’

UBRVseq: 5’-AGAAAGCTACGTCAGATG-3’

UBAIt: 5’>-TCGATCTTATGGGCCACACC-3’

UBRNACUP: 5’-CAAGTAGCGCGCTGAGATACT-3’
UBRNAex: 5’-CAAGTAGCGCGCTGAGATACT-3’

UBALT3" 5’-TGCTCTAGATGAAATTAAATATATTTATTT-3"
Ada2a/Rpb4

A3950/20R: 5’-CATCCACCATATCCACGGGG-3°

R5874/20R: 5’-GCACCTCCGATATCAGCAGC-3’

ADA3: 5’-CTGCATCAGCAAGCTTCGAG-3'

ADARacel: 5’>-GCCGATGGAACACTGCTATT-3'

ADARace2: 5’-CCAAGTACCTGTGCAACGTG-3'

4. Southern hibridizacid

Southern hibridizaciot Dt és Adala/Rpb4 genomi 1égidbol szdrmazé DNS
fragmentumokkal végeztiink. A DNS mintédkat 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazd 1-
1,5%-0s (w/v) agardz gélen valasztottuk el 1xTBE pufferben (90 mM Tris-borat; 2 mM
EDTA). Az elektroforézis utdn 312 nm atesd ultraibolya fényben tettiik lathatéva ¢€s
fényképeztiik. A gélt roviden vizben mostuk, majd 20 percig denaturalé oldatban (0,5 M
NaOH; 1,5 M NaCl), illetve 20 percig neutralizal6 oldatban (0,5 M Tris-HCI pH:7,0; 1,5 M
NaCl) aztattuk. Az igy el6kezelt gélt 20 percen at 20xSSC-ben (3 M NaCl; 0,3 M natrium-

citrat pH:7,0) aztattuk, utdna a DNS-t kapillaris transzferrel Amersham Hybond™

nejlon
membranon immobilizaltuk. A DNS-t a membrannal UV-vel keresztkotottik, és 4 orat 2xSSC
+ 10xDenbhart (0,2% (w/v) fikoll; 0,2% (w/v) polivinilpirrolidon; 0,2% (w/v) BSA) oldatban

el6hibridizaltuk 65°C-on. A hibridizalast ugyanilyen osszetételii oldatban, >

P-jelolt proba
hozzdadasaval 65°C-on végeztik 16 6ran at. A probat Klenow polimeraz segitségével

jeloltiik. A hibridizacid utan a membrant kétszer mostuk 65°C-on 20 percig 2xSSC + 0,1%
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(w/v) SDS-ben, majd ugyancsak 65°C-on 20-20 percig 1xSSC + 0,1% (w/v) SDS illetve
0,3xSSC  + 0,1% (w/v) SDS oldatokban aztattuk. Szaraddas utan a membrant

autoradiografaltuk.

5. RT-PCR

Ossz-RNS-t random hexamer primer és M-MuLV reverz-transzkriptdz (Fermentas'™)
segitségével irtuk at cDNS-sé, majd az igy kapott cDNS-t hasznaltuk templatnak a PCR
reakciokban.

A reakcidban hasznalt primerek:

ADAL: 5’- GAACCCCGTGGATATGGTGG-3'

ADA2: 5°- CATGTGGCACACCGATTGGC-3'

ADA3: 5’-CTGCATCAGCAAGCTTCGAG-3".

6. Ecetmuslica szoveteinek festése

L3-as stadiumt larvak és kifejlett ecetmuslicak szoveteinek [-galaktozidaz expresszidjat
vizsgaltuk. Egy csepp fixalo oldatban (PBS+Mg; glutar-aldehid) boncoltuk az 4llatokat, majd
15 percig hagytuk fixalodni az oldatban. A fixdlds utdn mikrotiter plate-ben mostuk
haromszor 2 percig PBS+Mg pufferben (32 mM NaH,PO4; 168 mM Na,HPO4; 1 mM
MgCl,). Ezt kdvetden festd oldatot (PBS+Mg; ferri-ferrocianid; 1,5 mg/ml 5-bromo-4-kloro-
3-indolil-beta-D-galactopiranosid (X-Gal)) mértiink a mintdkra ¢és sotétben 25°C-on
inkubaltuk, mig a festédés kifejezett nem lett. A megfeleléen festédott mintakat vizzel
mostuk, majd glicerinben 4ztattuk 2 o6rdn at. A szoveteket targylemezre raktuk é&s

mikroszkdppal vizsgaltuk.

7. Schneider S2 sejtek transzfektalasa €s luminesszencia mérés

A Schneider S2 sejteket Sigma Schneider’s Insect Medium + 10 % (v/v) Fetal Calf Serum
(Sigma) tapoldatban novesztettik. 35 mm-es petricsészékbe 3x10° sejtet tettink. A

transzfekcio eldtt két oraval lecseréltiik a régi tapoldatot frissre. A transzfekciot kalcium-
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foszfat csapadékkal végeztilk. HEPES pH:6,9 és 0,25 M CaCl, oldatot, amely tartalmazta a
transzfektalando DNS-t is, csOpogtettiink Ossze enyhe razatas mellett, majd 20 perc utdn a
sejtekhez adtuk az igy keletkezett csapadékos oldatot. 16 oraval a transzfekcid utdn a
tapoldatot ujra kicseréltiik.

A mérést 48 oraval a transzfekcio utan végeztiik. A sejteket kétszer mostuk PBS-sel (137
mM NaCl; 2,7 mM KClI; 4,3 mM Na,HPOg; 1,4 mM KH,PO,4), majd PBS-ben gumirendérrel
Osszegyljtottik. A sejteket 1000 g-vel llepitettilk 5 percig 4°C-on. Az exrahalast Promega
Cell Culture Lysis Reagent segitségével végeztiik. 20 pl lizatumhoz 25 pl luminolt adtunk és

a luminesszenciat SZBK-gyartmanyt luminométerrel mértiik.

8. Schneider S2 sejtmagi extraktum készitése

A sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd PBS-ben 0sszegytjtottiik, és 500 g-vel 10 percig
iilepitettiik Oket. Ezt kovetden 5 térfogat PBS-sel mostuk, és ismét iilepitettiik Oket az
elézoekben leirt médon. A csapadékot 5 térfogat ,,A” pufferben (10 mM HEPES pH:7,9; 1,5
mM MgCly; 10 mM KCI; 0,5 mM DTT) vettiik fel, és meghataroztuk az Osszsejtszamot.
Utdana ismét centrifugéltuk a sejteket 500 g-vel 10 percig, 2 térfogat ,,A” pufferben
szuszpendaltuk, és homogenizaltuk Dounce homogenizatorban. A hoomogenizdtumot 500 g-
vel centrifugaltuk 10 percig. A csapadékhoz 3 ml/10° sejt ,,C” puffert adtunk (20 mM HEPES
pH:7,9; 25% (v/v) glicerin; 0,42 M NaCl; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA; 0,5 mM PMSF;
0,5 mM DTT), és ismét homogenizaltuk Dounce homogenizétorral., majd jeges vizfiirddben
kevertettilk 30 percet. A mintat centrifugaltuk 10000 g-vel 20 percig, és a feliiluszot
dializaltuk ,,.D” pufferrel szemben (20 mM HEPES pH:7,9; 20% (v/v) glicerin; 0,1 M KCI;
0,2 mM EDTA; 0,5 mM PMSF; 0,5 mM DTT).

9. Gélretardacio

A gélretardaciéhoz **P-jelslt DNS fragmentumot hasznaltunk. A jeldlt fragmentumot
Drosophila melanogaster Schneider S2 sejtmagi extraktumban inkubaltuk 30 percig 1xGS
pufferben (10 mM HEPES pH:7,9; 50 mM KCI; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10% (v/v)
glicerin) valtozé pdldC koncentracioval. A reakciot GSstop pufferrrel allitottuk le (1xGS;
0,05% (w/v) bromfenolkék), majd 4,5%-o0s nemdenatural6 poliakrilamid gélben futtattuk.
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A kompeticional a nemjelolt duplaszalti oligonukleotidot adtuk elszor a sejtmagi
kivonatba, majd 10 perc utan adtuk hozza a jelolt probat.

A szupershift reakcioban poliklondlis o-DREF ellenanyagot hasznéltunk 1:200-as
higitasban. Az ellenanyagot 15 perc eldinkubalas utan adtuk a reakcioelegyhez, majd tovabbi

15 percen at inkubaltuk. Az ellenanyag Dr. Rafael Garesse laboratoriumabdl szarmazott.

10. Drosophila melanogaster embrid kivonat készitése

A 6 6ran at gyijtott Canton S embridkat vizzel felére higitott Clorox®-ban dechorionizaltuk,
majd vizzel leoblitettiik. A homogenizalast 1 ml/g homogenizacios pufferben (0,25 M
szukroz; 20 mM Tris-HCI pH: 7,5; 1 mM CaCly; 2 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1 mM
ditiothreitol) végeztilk Dounce homogenizatorban. A homogenizalas utan 20 percig 18000 g-

vel centrifugaltuk, a feliiluszot a felhasznaléasig -80°C-on taroltuk.

11. RNS stabilitas vizsgalat

A radioaktivan jelolt RNS-eket in vitro transzkripcioval allitottuk eld. A templat DNS-eket
pBLUESCRIPT II-KS vagy SK plazmidba klonoztuk, és T7 vagy T3 RNS polimerazzal **P-
UTP jelenlétében RNS-t szintetizaltunk réluk. A jelolt RNS-eket 11 ul embrio extraktumban
inkubaltuk 25°C-on 30 percig, 0,1 ul 100 mM ATP és 1 pl RNaz inhibitor jelenlétében. Ez
utan 20 pl 2xPK puffert (200 mM Tris-HCI pH:7,5; 25 mM EDTA; 300 mM NaCl; 2% (w/v)
SDS) adtunk hozza, amely 10 mg/ml koncentracioban proteindz K-t tartalmazott, és 2 6ran at
65°C-os termosztatba tettiik. Fenol/kloroformos extrakcié utan 2,5 térfogat 96%-os (v/v)
etanollal és 1/10-ed térfogat 3 M Na-acetattal pH:5,2 kétszer kicsaptuk 1 pg tRNS
jelenlétében. A mintdkat formaldehidet tartalmazo 1,4%-os (w/v) agar6z gélben futtattuk,

pozitivan toltétt nejlon membranon immobilizaltuk és autoradiografaltuk.

12. Formaldehides gélelektroforézis

A formaldehid gélelektroforézist 1XPAE pufferben végeztiik (10 mM natrium-foszfat puffer
pH:7,0; 5 mM Na-acetat; 1 mM EDTA). A gél tartalmazott a PAE pufferen kiviil 0,8-2%
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(w/v) agardzt és 2,2 M formaldehidet. A mintakat denatural6 pufferben oldottuk fel (1xPAE;
50% (v/v) formamid; 2,2 M formaldehid; 0,05% (w/v) xiléncianol; 0,05% (w/v)

brémfenolkék), 65°C-on denaturaltuk, és igy futtattuk allando kevertetés mellett.

13. Duplaszali RNS kimutatas

In vitro transzkripcioval **P-jelolt RNS-t hasznaltunk detekcids probanak. A templat DNS-t
Promega RQ1 RNé4z mentes DNazzal tavolitottuk el. Totdl RNS kivonathoz hibridizacios
pufferben (80% (v/v) formamid; 40 mM PIPES pH:6,4; 1| mM EDTA) hibridizaltuk a jeldlt
prébat 5 perc 85°C-os denaturalast kovetéen 50°C-on 18 orat. Ezt kovetéen RNaz oldatot (10
mM Tris-HCI pH:7,5; 5 mM EDTA; 0,3 M NaCl; RNaz A; RN4z T1) adtunk a mintdkhoz és
30 percig inkubaltuk 30°C-on, majd SDS és Proteindz K hozzdadasaval allitottuk le a
reakciot. Fenol/kloroformos extrahalast kdvetden 96%-os (v/v) etanollal kicsaptuk, ¢és

denaturélo poliakrilamid gélen vizsgaltuk.

14. Denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis

Az elekroforézist 0,5xTBE pufferben végeztiik (45 mM Tris-borat; | mM EDTA). A gél 8-
12% akrilamidot tartalmazott, amelyet 40% (w/v) akrilamid-2% (w/v) biszakrilamid oldatbol
higitottunk. A polimerizaciot 0,1% ammonium-perszulfat és N,N,N',N'-tetrametiletiléndiamin
hozzdadasaval idéztiikk el6. A mintdkat szekvendld pufferbe oldottuk vissza (80% (v/v)
formamid; 1 mM EDTA; 50 mM Tris-borat pH: 8,3; 0,05% (w/v) xiléncianol; 0,05% (w/v)
bromfenolkék), majd denaturaltuk 3 percig 90°C-on. A gélt a mintafelvitel el6tt eléfuttattuk

15 percet.

15. Immunprecipitacid

0,5 ug anti-2,2,3-trimetil-guanozin ellenanyagot (Oncogene™) inkubaltunk 5 mg Protein-A
szefarozzal NET-2 pufferben (50 mM Tris-HCI pH:7,4; 150 mM NacCl; 0,05% (v/v) Nonidet
P-40 (NP-40)) 1 6ran at 4°C-on. A szefardz gyongyoket haromszor mostuk NET-2 pufferrel,
majd 40 png totdl RNS-t adtunk hozza, és 2 6rat inkubaltuk folyamatos kevertetés mellett 4°C-
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on. A gyongyoket 500 g-vel {iilepitettiikk 5 percig, majd a feliiliszéhoz proteindaz K-t adtunk
2xPK pufferben. A csapadékot mostuk haromszor NET pufferrel (50 mM Tris-HCI pH:7.,4;
400 mM NacCl; 0,05% (v/v) NP-40), majd ugyancsak Proteindz K-t adtunk hozza. A mintakat
fenol-kloroformos extrakcié utdn 96% (v/v) etanollal kicsaptuk. A mintdkat Northern

hibridizacidval vizsgaltuk.

16. Northern hibridizacio

A Northern hibridizaciot formaldehides gélelekroforézist kdvetden végeztikk. Ul, U2, U4,
U5 és U6 specifikus DNS probat hasznaltunk. A probakat PCR utan T-végl klonozo6 vektorba
ligaltuk, és innen hasitottuk ki restrikciés endonukledzok segitségével. A probat Klenow

polimeraz segitségével jeldltik. Az RNS-t Amersham Hybond™ membranon immobilizaltuk.

.....

A probak készitésénél hasznalt primerek:

Ulfw: 5’>-CGGATCCGATACTTACCTGGCGTAGA-3'
Ulrv: 5’-CGAATTCCGCGAACGCCATTCCCG-3'
U2fw: 5’-CGGATCCATCGCTTCTCGGCCTTAT-3'
U2rv: 5’-CGAATTCAAATCCCGGCGGTACTGC-3'
Udfw: 5’-CGGATCCCTTAGCGCAGTGGCAATAC-3'
Udrv: 5’-CGAATTCCTCGTAAGGGCTTCCAAAA-3'
USfw: 5’-CGGATCCCTCTGGTTTCTCTTCAATGT-3'
USrv: 5’-CGAATTCTGGCCCCAGTCTTGCGACA-3'
Ubfw: 5’-CGGATCCTCTTGCTTCGGCAGAACAT-3'
Uébrv: 5’-CGAATTCAAAAATGTGGAACGCTTCA-3'.
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E, Eredmények

A disszertaci6 anyagat képezO kisérletek java részét én végeztem, de masok is
hozzajarultak. Selen Muratoglu hozzéjaruldsa a primer extenzios kisérleteknél és a mutans
torzsek eldallitdsanal volt jelentds. Toth Zsolt készitette a Dtl promoéter konstrukciokat,
Komonyi Orbéan pedig a légygenetikai munkakat, a mutans fenotipusok leirasat, a promoter
fragmentumokat tartalmazé transzgenikus legyeket €s az immunhisztokémiai festéseket
végezte, valamint a transzgenikus legyek P-galaktozidaz expressziojanak kimutatasanal

segitett.

1. A Drosophila melanogaster Ada2a/Rpb4 és Dtl gének szerkezeti analizise

1.1. Az Ada2a/Rpb4 és Dtl gének 5° végeinek azonositasa

Udvardy Andor laboratoriuméaban egy alkalmas teszttel azonositottdk az adala/prb4 és Dtl
virus szabalyoz6 RNS-¢éhez, a TAR RNS-hez kotddni képes fehérjékre szelektaltak. A Dt/ gén
(CG31241) terméke a virus TAT fehérjéjéhez hasonldan képes volt kotddni a TAR RNS-hez,
enn¢lfogva neveztikk a fehérjét Drosophila TAT Like-nak (DTL). Az elsé szerkezeti
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a Dt/ génhez nagyon kozel, azzal ellentétes irdnyba atirédva
egy masik transzkripcios egység helyezkedik el (1. abra A). In silico analizis, és cDNS-ek
vizsgalata arra mutatott, hogy errdl a génrdl két fehérje irddik at. Az egyik egy transzkripcios
koaktivatorral, az ¢leszt6 ADA2-vel mutatott hasonldésagot, mig a masik Ilehetséges
transzkriptum az RNS polimeraz II B4-es alegységével volt homolog (1. fiiggelék). A két
potencialis fehérjét ADA2a-nak és RPB4-nek neveztiik el. Elézetesen homologidk alapjan
feltételeztiik, hogy az Ada2a/Rpb4 génrol két fehérje képzddik, felmeriilt a kérdés, hogy a
fehérjéket kodol6 mRNS-ek valoban Iéteznek-e. RT-PCR kisérletet végeztiink olyan
primerekkel, ahol a forward primer k6zos volt, de a két reverz primer koziil az egyik az
ADAZ2 rokon fehérjét kodold exonban volt, mig a masik az RPB4-et kodold exonban (1. abra
B). A kapott termékek méretébdl arra kovetkeztettiink, hogy nem egy mRNS-r6l kaptuk Oket,
tehat mindkét transzkriptum létezik. Az is megfigyelhetd volt, hogy a vizsgalt egyedfejlodési
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stadiumokban eltérés tapasztalhaté az ADA2a és az RPB4 expresszidja kozott. Genomikus

DNS kontaminacid kisziirése érdekében a primereket exon-exon hatarokra terveztiik.

A
Dtl Ada2a CG12320
4 'J_l" ri{u § = =
é’.\/:ﬁp:tmb
1 | 1 FOOO L 1 | |4000 1 L L |6OOO 1 1 bp
B
-
“-. H-i. --.-‘- <—Ada2a
. “— Rpb4
embrié L3 larva adult
1. 4bra

Drosophila melanogaster 90F10-11 citologiai régioé részlet
A: Az Ada2a/Rpb4 és Dtl gének szerkezete és genomikus kérnyezete; B: RT-PCR Ada2a és
Rpb4 specifikus primerekkel bizonyitja, hogy mindkét transzkriptum létezik.

Az els6 szerkezeti vizsgalatokban Cserpan Imre meghatarozta a két gén 3’ végét, és az
exon-intron hatarokat. Ez alapjan a Dt/ gén 2 exonbdl all, koztik egy 59 bazisparbol allo
intron foglal helyet. A Drosophila melanogaster genom annotacidé szerint a gén 5’
nemtranszlalodo régidja (UTR) meglehetdsen hosszu, kb. 600 bazispar. Az Adala/Rpb4
génnek 6 exonja van, amelybdl az elsd exon k6zds, a masodik, harmadik és negyedik exon
koédolja az ADA2a fehérjét, mig az 6tddik és hatodik az RPB4-et (1. abra A) (50). Tehat a két
fehérjét kodold6 mRNS-ek atirddasa kozos exonrdl indul, és alternativ éréssel képzddnek.

Mivel az adatbazisokban taldlhato cDNS darabok, EST-k (Expressed Sequence Tag) ritkan

reprezentaljak a gén 5° végét, igy célul thztik ki a génekrdl induld transzkripcid
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kezddpontjainak pontos meghatarozasat. Az is kérdésként mertilt fel, hogy az ADA2a-t és az
RPB4-et kddold RNS atirodasa vajon ugyanazon a ponton kezdddik-e.

A kérdések megvalaszolasara primer extenzids kisérleteket végzetiink, amelyek arra utaltak,
hogy a két gén atfedhet egymassal (2. abra). A primer extenzids kisérletben kapott termékek
alapjan az Ada2a/Rpb4 gén kezdOpontja nagyon kozel helyezkedik el a Dt/ transzlacios
startpontjahoz (2. abra ¢3), mig a Dt/ gén transzkripcioja két pontrol is indulhat. Az egyik 5’
vég kb. 600 bazisparra helyezkedik el a Dt/ transzlacios startpontjatol (2. abra a), mig a
masik ennél joval messzebb taldlhatod (2. abra b1l és b2). Az abran nem latszik, de a D#/ 5’
végének azonositasara hasznalt ,,b” jelil primer a primer extenzidban adott egy nagyon rovid,
kb. 100 nukeotidos terméket is, amely ugyanoda jeloli ki a startpontot, mint az ,,a” jela

primerrel kapott termék.
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2. abra

Primer extenzié ada2a és Dtl specifikus primerekkel
Primer extenzios kisérlettel meghataroztuk a Dtl és Ada2a/Rpb4 gének transzkripcios
startpontjainak elhelyezkedését. Az a és b jelii primerek Dtl specifikusak, a C jelii primer
Ada2a/Rpb4 specifikus volt. A bl, b2 valamint cl, c2 és c3jelzés az ugyanazon primerrel
kapot kiilonbozo hosszusagu termékeket jeloli mind a sematikus rajzon, mind az
autoradiogrammon. Az dbra aljan a gének sematikus rajza, és a kapott termékek
végpontjainak helyzete talalhato.

A két gén transzkripcids startpontjdnak pontos meghatdrozasara 5’RACE (Rapid

Amplification of cDNA End) kisérletet végeztiink. A kisérlet megbizhatosagat tigy sikeriilt

novelni, hogy olyan kit-et hasznaltunk, amelynél PCR termék csak akkor johetett 1étre, ha a

mRNS cappelt volt. A modszer 1ényege, hogy az RNS-ekrdl eldszor eltavolitottuk az 5°-

foszfat csoportot, majd egy enzim segitségével lehasitottuk a cap struktirat a mRNS-ek

végérdl és T4 RNS ligazzal RNS adaptert ligaltunk hozzédjuk. Az adapter csak azokhoz az

RNS-ekhez volt képes ligalddni, ahol az 5’-foszfat csoportot a cap védte. Ezek utan a mRNS-
eket random primerekkel atirtuk cDNS-sé,

bazissorrendjiiket.
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Ezzel a médszerrel sikeriilt mind az Ada2a/Rpb4 gén, mind a Dtl 5° végét klonozni, és
bazispar pontossaggal meghatarozni (3. abra). A Dtl gén ezzel a mddszerrel megallapitott 5°
vége 597 bazisparra helyezkedik el az annotélt transzlacids startponttol, ami jol korrelal a
primer extenzidban kapott egyik transzkripcids startponttal. Az Ada2a/Rpb4 gén 5° vége 84
bazisparra talalhat6 a gén transzlacios kezdépontjatol.

Ellentétben a primer extenzional tapasztaltakkal, arra az eredményre jutottunk, hogy a két
gén nem fed at. 4da2a valamint Rpb4 specifikus primereket hasznalva megallapitottuk, hogy
az ADA2a-t és az RPB4 fehérjét kodoldo RNS-ek 5° vége megegyezik, a génrdl a transzkripciod
egy pontrol indul. A Dtl és Ada2a/Rpb4 gének 5° vége kozott 73 bazispar a tavolsag. Ez
nagyon szoros elrendezddést jelent, hiszen egy eukariota promoéter altalaban tobb mint szaz

bazispar hosszisdgu. A szoros elrendezddés azt feltételezi, hogy a szabdlyozo régiok

atfednek.

100 bp
Dtl Ada2a Rpb4
H
v )
dtl transzkripciés startpont Ada2a/rpb4 transzkripcios startpont

94964 94892

TTGCTAGTGT GACCAACGTA TGCCTTTCTC ATCACTAAAA
<+ —>

3. 4bra

Dtl és Ada2a/Rpb4 gének 5’ végeinek meghatarozasa 5’RACE-szel
A tl és Ada2a/Rpb4 gének transzkripcios kezdopontjainak pontos elhelyezkedése. Az Ada2a és
Rpb4 mRNS atirodasa egy pontrol indul.

crer

Egy atlagos Drosophila melanogaster promoter kb. 70-80 bazispar hosszu, a transzkripcios

startponttdl +40 és —40 bazisparra terjed ki (93). Mas meghatirozas szerint az alap promoter
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tobb mint szaz bazisparra kiterjed (1). A Dt/ és Ada2a/Rpb4 gének kozotti tavolsag csupan 73
bazispar, ahol egy alap promoter is sziiken fér el, nemhogy kettd. A két gén expressziojanak
mértéke az ecetmuslica fejlddési stddiumaiban eltér egymastol (4. abra), igy feltételezhetd,
hogy bar a gének szorosan helyezkednek el, a kifejezddésiik mégis fliggetlen egymastol.

A Dtl és Ada2a/Rpb4 gének szoros elrendezédése felveti a kérdést, hogy a gének alap
promotere és a szabalyozasukban résztvevd cisz-elemek hol helyezkednek el. A kérdés
megvalaszolasara Schneider S2 sejtekben végeztiink kisérleteket, ahol luciferaz ripotergén
kifejezddését vizsgaltuk. A szentjdnosbogarbol (Photinus pyralis) szarmaz6 luciferaz
hasznalatat azért valasztottuk, mert jol kvantitdlhatd, igy érzékenyen mutatja a
kifejezOdésében tapasztalhatdo esetleges eltéréseket. Egy promodter nélkiili luciferaz
riportergént tartalmazo vektorba (pA3Luc (94)) klonoztuk az egyes genomi DNS darabokat, a

luciferaz gén elé.
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4. dbra

Dtl és Ada2a mRNS eloszlasa kiilonb6zo fejlodési stadiumokban
RT-PCR az ecetmuslica fejlodési stadiumaibol, Dtl és ket Ada2a izoforma specifikus
primereket hasznalva. Kontrollként RpL23 riboszomalis fehérjét kodolo génre specifikus
primereket alkalmaztunk.
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1.2.1. Az Ada2a/Rpb4 gén promoterének vizsgalata S2 sejtekben

A gén promoterének vizsgalatat olyan DNS szakasszal kezdtiik, amelyrdl feltételeztiik, hogy
tartalmazza az 0sszes szabalyozo6 elemet. Ez egy 1142 bazispar hosszl szakasz volt, amelyet
PCR segitségével allitottunk el6 dtlL és MinR primereket hasznalva. A klonozott PCR
terméket EcoRI-BamHI emésztés és Klenow feltoltés utdn EcoRV hasitasi helyre pBluescript
II-SK vektorba klonoztuk. A vizsgalni kivant DNS darabot a megfeleld orientdcidban
tartalmazd konstrukciobol Pstl-HindIIl emésztés utdn az ugyanezen enzimekkel emésztett
pA3Luc vektorba ligaltuk (pPal1063/69). A pPa640/69 és pPa500/69 plazmid konstrukciokat a
pPal063/69 plazmidbol allitottuk eld. A pPa640/69-et a pPal063/69 BssHII-Smal emésztése,
Klenow feltoltése ¢s ligalasa utan kaptuk meg, a pPa500/69-et a pPal063/69 EcoR52I-Smal
emésztése, Klenow feltoltése és ligalasa utan. A pPal04/69 plazmidot Toth Zsolt készitette
PCR segitségével a MinF és MinR primereket hasznalva. A PCR terméket pBluescript 11-KS
HindIIl emésztéssel ligalta hasonldéan hasitott pA3Luc vektorba. A pPa80/69 konstrukciot
hasonlé modon allitottuk eld, a PCR reakcioban hasznalt primerek a MinF2 és a MinR voltak.
tartalmazo plazmid konstrukcidkat Schneider S2 sejtekben transzfektaltuk, és mértiik a
luciferaz aktivitasat, amibdl a luciferdz fehérje mennyiségére kovetkeztettiink. Kontrollként
pN3Luc plazmidot hasznéltunk, amely a Schneider S2 sejtekben nem miikddé huméan Hsp70
prométert tartalmazta. Minél jobban expresszalodott a ripotergén, annal jobban funkcionalt

promoterként az elé épitett DNS szakasz.
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5. 4bra

Az Ada2a/Rpb4 gén promoéter régiojanak analizise
Luciferdz riportergén elé klonozott Ada2a/Rpb4 promdter fragmentumok Schneider S2
sejtekben mért aktivitasa. A fragmentumok kezdo- és végpontjait a gén transzkripcios
startpontjahoz viszonyitottuk.

A mérési eredmények azt mutattdk (5. abra), hogy a legrévidebb DNS darabot tartalmazo
plazmid (pPa80/69) is erds expresszidt biztositott, a pPal063/69-nek ~150%-at. Ez azért is
meglepd, mivel itt mar csak 80 bazispar taldlhatdé a transzkripcids startpont eldtt. A
feltételezett promoter régiot tartalmazo plazmid (pPal063/69), és annak delécids szarmazékai
nem mutatnak szignifikans eltérést a génexpressziod erésségére gyakorolt hatasukban. A mért
relativ luciferdz aktivitas ugyan megnd, ha rovidebb szakasz van a transzkripcios startpont
elétt, de ez a masfélszeres valtozas Osszehasonlitva mas gének promoter analizisével nem
szamottevod, nem tudhato be egy gatlo faktor kiesésének. Bar az in silico transzkripcios faktor
kotohely vizsgalat szamos kotdhelyet mutatott ebben a régidban, az altalunk hasznalt kisérleti
koriilmények kozott egyiknek sincs szamottevo hatasa a transzkripcid erdsségére. Az egyetlen

szamottevd valtozast a -500 és -640 kozotti 140 bazisparos szakasz kiesése okozza, ami

32



masfélszeres aktivitdsnovekedéshez vezetett ( 1asd pPa640/69 és pPa500/69 az 5. abran). Ezen

a szakaszon egy Hairy nevii represszor fehérje kotohelyét prediktalta a szamitogépes program.

1.2.2. A Dtl gén promoterének vizsgéalata Schneider S2 sejtekben

A Dtl gén promoter analiziséhez luciferdz riportergén elé épitettiink kiilonbdz6 hossziisagu
genomikus DNS darabokat a Dt/ gén feltételezett promoter régidjat lefedve. A pPd926/58
eléallitdasahoz pBluescript II-KS vektorba klénozott prométer fragmentumot hasitottunk ki.
Innen HindIII-Smal emésztés utdn hasonléan emésztett pA3Luc vektorba ligaltuk a promoter
szakaszt. A pPd616/58, pPd412/58 ¢és pPd209/58 a pPd926/58 delécios szdrmazékai. A
pPd141/32 ugyanazt a DNS szakaszt tartalmazza, mint a pPal04/69, csak forditott
orientacidban. A plazmidokat Schneider S2 sejtekbe transzfektaltuk, majd mértiik a képzodott
luciferaz aktivitasat. Kontrollként pN3Luc plazmidot hasznaltunk.

A mért értékek (6. abra) azt mutattak, hogy a pPd616/58 és pPd412/58 kozott egy jelentds
aktivitascsokkenés volt. A pPd926/58 ¢és pPd616/58 koriilbeliil ugyanakkora aktivitast
mutatott, és a pPd412/58-nak, a pPd209/58-nak és a pPd141/32-nek is dsszehasonlithatd volt
az aktivitdsa. Az aktivitascsokkenés a transzkripcios startponttol szamitott —412. és —616.
kozotti szakasz kiesésekor volt tapasztalhatd. Ha ez a 204 bazispar mar nincs jelen a
promoterben, akkor a promoter aktivitasa 70%-kal csokken. A tovabbi rovidiilések mar nem
jelentenek valtozast a promoter aktivitdsaban. Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy
az aktivitascsokkenést okozo 204 bazisparos szakaszon nagy valoszintiséggel transzkripcios
aktivator kotohely vagy kotéhelyek helyezkednek el. Ezen a szakaszon internetes adatbazisok
alapjan prediktalni lehet transzkripcids faktor kotdhelyeket, ezeket a késObbiek soran fogom

targyalni.
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6. abra

Dtl gén promoter régiojanak analizise
Luciferaz riportergén elé klonozott Dtl promoter fragmentumok Schneider S2 sejtekben mért
aktivitasa. A fragmentumok kezdo- és végpontjait a gén transzkripcios startpontjahoz
viszonyitottuk.

1.2.3. Az Ada2a/Rpb4 gén promoterének vizsgalata transzgenikus legyekben

Mivel a luciferaz riportergén analizisben a pPal04/69 mutatta a legerdsebb transzkripcio
aktivalo hatést, ezért ezt a promoéter fragmentumot haszndltuk a transzgenikus legyek
eldallitasara. A fragmentumot egy P-elem alapu vektorba, a pCaSpeR-AUG--gal vektorba
(95) épitettiik. A LacZ gén csak akkor fejezddik ki, ha az elé inszertdlt DNS-nek promoter
aktivitasa van.

Négy olyan fliggetlen torzset vizsgaltunk, ahol a transzgén csak egy kopiaban épiilt be a
genomba. A torzsek a transzgén inszercids helyében tértek el egymastol. Az inszercid helye

nagyon fontos, ugyanis a genomi kornyezet alapvetden befolyasolja az expresszio erdsségét.
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A négy torzsben mas-mas erésséggel expresszalddott a B-galaktozidaz fehérje, viszont a
szoveti eloszlasuk egy torzs kivételével megegyezett, ebben az egy tdrzsben mindenhol
tapasztaltunk expresszidt. Specifikus festddést észleltink az L3-as larvalis stadiumu
larvaknak a gonadjaiban, a szemdiszkuszukban ¢és az agyukban (7. abra). A kifejlett
allatoknak csak a gonadjai fest6dtek, igy a himek heréi, és a néstények ovariumai mutattak [3-
galaktozidaz aktivitast.

Mivel a génrdl két, a homologidk alapjan valdsziniileg szélesebb korben kifejez6dd fehérje
irodik at, igy a vizsgalt promoter szakaszrol feltehetden hidnyoznak egyes szovetspecifikus

transzkripcids-faktor kotéhelyek.

Kifejlett 1égy
N.oonad H.gonad Malpighi Zsirtest
1 0
R 2 0 0
S 3 0 0
2 4 0 0
5 0 0
1 0
& 2 0
3 3 0
=) 4 0
5 0

+++
++

7. bra

Dtl transzgének B-galaktozidaz aktivitasa ecetmuslica larvakban és kifejlett egyedekben
Egy kb. 1000 (d926/58) és egy 170 bazispar (d141/32) hosszusagu Dtl promoter szakaszt
Juttattunk mint transzgent Drosophila melanogasterbe. A promoter fragmentumnak megfelelo
[-galaktozidaz kifejezbdés erdsségét az egyes mezdk szinintenzitasa mutatja.
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1.2.4. A Dtl gén promoterének vizsgalata transzgenikus legyekben

A Dtl gén szdveti eloszlasat két kiilonbozo konstrukcioval vizsgaltuk. Az els6 926 bazispart
tartalmazott a transzkripcids start elétt, mig a masik csak 141-et (a pPd926/58 és a pPd141/32
plazmid promoter fragmentumat). A masodik promoter fragmentum megegyezett az
Ada2a/Rpb4 génnél vizsgalt DNS darabbal, csak forditott orientacioban épitettiik a lacZ gén
elé.

A kisérlet eredményét a 8. abra foglalja 0Ossze. Mindkét konstrukciot tartalmazo
transzgenikus torzsekbdl 6t6t-0tot vizsgaltunk. Az eredmény azt mutatta, hogy a Dt/ promoter
altal meghajtott transzgén kifejezddik a kifejlett egyedek gonddjaiban, a vizsgalt larvak
esetében a kdzponti idegrendszerben, az epidermiszben, a Malpighi csdvekben, az izmokban
és szintén a gonddokban. A rdvidebb promoter szakaszt tartalmazo transzgenikus legyek
nyalmirigye és belei is mutattak festddést. Itt a kb. 1000 bazisparos promoter fragmentumot
(d926/58) tartalmazd legyekben nem, vagy csak csekély mértékben tapasztaltunk [3-
galaktozidaz kifejezodést.

Az észlelt kiilonbséget a hosszabb fragmentumon 1évé esetleges gatldo szovetspecifikus

transzkripcios faktor kotohelyek okozhatjak.
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larva (L3) here larva (L3) diszkusz larva (L3) agy

adult ovarium adult here

8. abra

Az Ada2a/Rpb4 promoter aktivitasa larvalis és kifejlett 1égy szovetekben
Egy kb. 170 bazispar (al04/69) hosszu Ada2a/Rpb4 promoter szakaszt vizsgaltunk mint
transzgént ecetmuslicaban. A promater fragmentumnak megfelelé [-galaktozidaz aktivitdst az
abran a szévetek kék elszinezodeése mutatja.

crer

Kivancsiak voltunk, hogy a tapasztalt luciferaz aktivitasvaltozasokat valéban valamilyen
gatlo vagy aktivalé faktor okozza-e, ezért in vitro kotési tesztben megvizsgaltuk a Dt/
technika lényege, hogy radioaktivan jelolt DNS fragmentum nem-denaturald koriilmények
kozott lassabban fut, ha fehérje kapcsolédik hozza. A  kimutatasra poliakrilamid
gélelektorforézist alkalmaztunk, és autoradiografiaval vizualizaltuk a **P-jelslt fragmentumok
helyzetét. A gélretardacidhoz Schneider S2 sejtmagi fehérjekivonatot hasznaltunk.

Mint emlitettem, a szovettenyészetbeni kisérletekben a (-412)-(-616) kdzotti 204 bazisparos
szakasz eltavolitasaval kb. 70%-os aktivitascsokkenést tapasztaltunk. DNS-fehérje
komplexeket mutattunk ki a (-355)-(-616)-0os régioban (9. abra), ahol a +1 a Ditl gén
transzkripcids startponjat jeloli. Mivel a kotést nem tudtuk megsziintetni nemspecifikus DNS-

sel (poly(dIdC)), ezért ezek a fehérjék szekvenciaspecifikusan kotddtek ebben a régioban.
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Sikeriilt lesztikiteni (-412)-(-616)-ra azt a promoter szakaszt, ahol a fehérjék kotddnek (9.
abra C és D fragmentum). Ez az eredmény jol Osszevethetd a luciferaz aktivitas
valtozdsokban tapasztaltakkal. A luciferdz riportergén kisérletekben a pPd616/58 ¢és a
pPd412/58 konstrukcidok aktivitdsa kozott tapasztaltunk egy nagyfoka (kb. 70%-os)
csokkenést. A pPd412/58 plazmidbol a (-412)-(-616) promdterszakaszt tavolitottuk el, igy az
itt in vitro koriilmények kozott tapasztalt szekvenciaspecifikus fehérje-DNS komplexeknek
bizonyara hatasuk van a promoéter miikodésére. In silico analizis hirom kiilonb6zo
transzkripcids faktor kotohelyet prediktalt a kérdéses régidoban, a Tramtrack 69K, a Fushi
Tarazu €s a Suppressor of Hairless transzkripcios faktorok kotdhelyeit.

A Tramtrack 69K transzkripcios represszor (96), mig a Fushi Tarazu és a Suppressor of
Hairless (nevével ellentétben) aktivator fehérjék (97)(98). A Tramtrack 69K egy represszor, a
GAGA-aktivaciot, valamint a test-szegmentacioért felelds ,,pair-rule” géneket gatolja. A
Fushi Tarazu a test-szegmentdcidban vesz résztvevd ,pair-rule” gének egyike, az
antennapedia-komlex tagja, a Suppressor of Hairless a Notch receptorral kapcsolodva fejti ki
hatasat. Ez utobbi represszorfehérjéket aktival, amelyek részt vesznek az idegrendszer, a
szarny, a 1ab, a csdp és az izmok kialakuldsaban, valamint az oogenezisben. Feltételezésiink
szerint a két aktivator koziil valamelyik, vagy mindkettd szerepet jatszik a D¢/ gén

expressziojaban.
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erers

crer

és D jelii probak végpontjait a Dtl gén transzkripcios startpontjahoz viszonyitva adtam meg. A
nyilak a detektalt DNS-fehérje komplexeket, valamint a szabad probak helyzetét mutatjik. A
haromszdég a poli(dldC)koncentrdcio névekedésének iranyat jelzi (0,1; 0,3 és 0,5 ug/ul).

1.4. Az Ada2a/Rpb4 és a Dtl gén kozott egy miikodé DRE elem talalhato

A gélretardacios kisérletekben specifikus fehérje kotédést figyeltiink meg az Ada2a/Rpb4 és
a Dtl gén kozotti rovid szakaszon (9. abra A fragmentum). Az in silico analizis egy DRE
(DNA Replication-related Element) elemet prediktalt a régioban. A DRE-t sejtosztddasban, €s
a DNS replikacidban résztvevo fehérjék génjeinek promotereiben figyeltek eddig meg, és a
DREF fehérje (DRE binding Factor) kotédik hozzd. A DRE pontosan a két gén kozott
talalhatd 72 bazisparnyi szakasz kozepén helyezkedik el. Mivel ez egy palindrom elem,
kérdéses volt, hogy a DRE mindkét, vagy csak az egyik gén esetén vesz részt a transzkripcid

szabalyozasaban, ha valoban részt vesz.
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Elészor megvizsgaltuk, hogy a gélretardacios kisérletben valéban a DRE elem okozza-e a
hatast. Megprobaltuk megsziintetni a mar megfigyelt DNS-fehérje komplexet. Olyan nem
jelolt, duplaszala oligonukleotidot adtunk a rendszerbe, amely csak a DRE elemet tartalmazta.
Azt tapasztaltuk, hogy a kotés megsziint (10. abra B panel), tehat a DRE elemet tartalmazo
oligonukleotid leszoritja a jelolt probat. Ez egy erds indikécio arra, hogy az észlelt kotést a
DREEF okozza.

Annak érdekében, hogy meggydzddjiink arrdl, hogy valdban a DREF felelds az észlelt DNS
kotésért, poliklonalis a-DREF ellenanyaggal szupershift kisérletet végeztiink. A retardalt
fragmentum mobilitdsa megvaltozik — lassabb lesz, ha a hozza k6t6do fehérjéhez ellenanyag
is kapcsoladik. Ilyen megvaltozott mobilitast fragmentumot észleltiink akkor, ha a Schneider
S2 sejtmagi kivonathoz o-DREF poliklonalis ellenanyagot is adtunk (10. abra B panel). Ez

igazolta, hogy a gélretardaciot okozo fehérje, valoban a DREF.
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10. abra

Miikodoé DRE elem a két gén promoter régiojaban
A: A Dtl és Ada2a/Rpb4 gen kozotti DRE helyben létrehozott mutacio hatasa a két gén
atirodasanak erdsségere. A DRE hely a kozepén taldalhato Clal restrikcios hasitohely
feltoltesével elrontottuk. B: Gélretardacio a d141/32 promoter fragmentumot hasznalva (ez
megegyezik az al04/69 fragmentummal). A 2. és 3. savban névekvd poli(dldC) mellett DNS-
fehérje komplex detektalhato, amely DRE helyet tartalmazo duplaszalu oligonukleotid

adasaval eltiinik (4. sav 1 pmol; 5. sav 0,1 pmol). A komplex vandorlasi sebessége o-DREF
ellenanyag hozzaadasaval megvaltozik (7. sav).

Luciferaz riportergén esszével probaltuk bizonyitani, hogy a DRE elem funkciondlisan is
részt vesz az AdaZa/Rpb4 és a Dtl gén promoterének miikodésében. Abban a két
konstrukcioban mutéltattuk a DRE helyet, amelyek ugyanazt a DNS szakaszt tartalmaztak,
csak mig az egyik az Ada2a/Rpb4 iranyaban volt a luciferaz gén el¢ beiiltetve, a masik a D¢/
iranyadban. A DRE hely tulajdonképpen egy Clal hasitasi hely egy-egy plusz bazisparral az
elején és a végén (TATCGATA). Mi a Clal hely kozepére két bazispart inszertaltunk,
amelyrdl mar leirtdk, hogy hatékonyan elrontja a DREF kozvetitette aktivaciot (99). A kisérlet

azt mutatta (10. abra A panel), hogy a muticidé mintegy 45%-0s visszaesést jelentett az
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Ada2a/Rpb4 iranylu promoteraktivitasban, mig a D¢/ iranyban nem okozott szignifikans
valtozast.

Az eredmény meglepd volt, mivel a DRE elem a két gén kozott pontosan kdzépen
helyezkedik el és szimmetrikus szekvencia. A két promdter kozott viszont van egy kis
kiilonbség. A Dtl gén promoéterében a +6-t0l —5-ig terjedd szakaszon van egy motivum, amely

okozhatja a kiilonbséget, de a tényleges mechanizmus még felderitésre var.

2. Az Ada2a/Rpb4 és Dtl gén RNS szintii szabalyozasa

A fehérjék keletkezését nem csak a transzkripcid szintjének szabélyozéasaval tudja egy sejt
befolyasolni, hanem az 6t kodold6 mRNS szintjén is. A mRNS ¢lettartamatol fliggden eltérd
mennyiségli fehérje keletkezhet. Kiilonbdz6 RNS degradéaciés mechanizmusok 1éteznek.
Példaul, ha aberrans mRNS molekula képzddik, akkor az ugynevezett ,,Nonsense-Mediated
Decay” bontja le az RNS-t. Abban az esetben viszont, ha atfedd, ellentétes iranyt RNS
transzkriptumok léteznek, és ezek duplaszalii RNS-t formalnak, akkor az RNS interferencia

folyamata felelés a megfelelé RNS-ek bontasaért.

2.1. Atfedé transzkriptumok a két génrél

A Dtl génrdl induld primer extenzios kisérletekben megfigyeltilk, hogy a mar leirt
transzkripcids startponton kiviil 1étezhet egy masik, tdvolabb 1évo startpont is (2. abra b2),
mivel a transzkripcios startponttol +103 bazisparra elhelyezkedd primerrel egy kb. 600
nukleotidos terméket is kaptunk. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy 1étezhetnek atfedé RNS

RNaz protekcios kisérleteket végeztiink, hogy megbizonyosodjunk az atfedd6 RNS-ek
1étezésérol. A modszer 1ényege, hogy két olyan ribonukledzt hasznaltunk (az RNaz A-t és
RNaz T1-et), amelyek csak az egyesszalu RNS-eket képes bontani, igy ha olyan jelolt RNS-t
adunk ecetmuslicabdl nyert total RNS mintahoz, amelynek létezik a komplementere, akkor
duplaszali RNS-t képezvén rezisztens marad a ribonukledz kezelésre, ¢és denaturalo
poliakrilamid gélben megfuttatva detektalhato lesz. Azok a jelolt RNS-ek, amelyeknek nem
létezik komplementer RNS-e a totdl RNS mintdban degradalodik, és nem lesz detektalhatd
ilyen moédon.

A két gén régiojabol szarmazé DNS fragmentumok mindkét szalarél **P-jeldlt RNS-t

készitettiink, és probaként hasznaltuk az RNaz protekcios esszében. Ezzel a moddszerrel
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atfedo, ellentétes iranyu transzkripcidt detektaltunk az Ada2a/Rpb4 gén (+850)-(+2795)
szakaszan (11. abra). Az Ada2a/Rpb4 génnel ellentétes iranyl transzkriptum mellett, a gén
kiilonb6z6 exonjait is sikeriilt detektalnunk, ezzel megerdsitve a mddszer megbizhatdsagat.
Az a tény, hogy atfedd, egymassal ellentétes iranyban atirodo RNS-eket detektaltunk, felveti
a kérdést, hogy vajon létrejon-e duplaszala RNS errdl a régiordl, mutat-e a régiorol szarmazo

RNS specifikus degradaciot és az RNS interferencia részt vesz-e a két gén szabalyozasaban.

BamHI-BamHI (Dtl) BamHI-BamHI (Ada2a/Rpb4)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Dtl Ada2a/Rpb4 CG12320
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11. 4bra

RNaz védési kisérlet atfedd transzkriptumok detektalasara
Az Ada2a/Rpb4 génbdl szarmazo BamHI-BamHI genomikus fragmentum mindkét szalarol
késziilt radioaktivan jelolt RNS-sel komplementer RNS-t detektaltunk. A jobb oldalon lathato
tobb termék az adala és az rpb4 mRNS kiilonbozo exonjait reprezentalja. 1-4. sav a BamHI-
BamHI fragmentum Dtl iranyban atirodott RNS-eket detektadlja, 5-8. sav a BamHI-BamHI
fragmentum Ada2a/Rpb4 iranyban datirodott RNS-eket. 1. és 5. sav: 0 ug/ml RNaz A + 0
Hg/ml RNaz Tl 2. és 6. sav: 2,5 ug/ml RNaz A + 0,025 ug/ml RNaz Tl,; 3. és 7. sav: 5 ug/ml
RNdz A + 0,5 pug/ml RNaz T1; 4. és 8. sav: 10 ug/ml RNaz A + 1 pg/ml RNaz T1; 9. sav
molekulasuly kontroll.
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2.2. A két génrdl képz6dott RNS-ek specifikus degradacioja

RNd4z protekcios kisérletekkel atfedd, egymassal ellentétes irdnyban atir6dé RNS-eket
detektaltunk, ennélfogva megvizsgaltuk, hogy a régiordl képzédé RNS-ek mutatnak-e
degradaciot. A vizsgalatokat olyan Drosophila melanogaster embrio kivonatban végeztiik,
amelybdl csak a sejtmembrant és egyéb tormelékeket tavolitottuk el, tehat a fehérje-
komplexek jelen voltak benne. A feltételezésiink az volt, hogy ha a régiorol képzddik
duplaszalua RNS, akkor azt a Dicer nevii RNaz III tipust enzim 21-22 nukleotidos siRNS
fragmentumokra bontja, az beépiil a RISC effektor-komplexbe, amely a megfeleld6 mRNS-
eket hasitja, és degradadlja. Ennélfogva, ha a feltételezés igaz, a siRNS-ek 4&ltal mar
,,elesitodott” az RNS interferencia az embriokban, és az atfed6 szakaszokrdl szarmazo
mRNS-ek degradalodni fognak. Ezaltal, ha mi kiviilr6l egyesszala RNS-t juttatunk a
rendszerbe, az lebomlik abban az esetben, ha a duplaszali RNS-sel megegyezd a
szekvencidja.

A hipotézisiink tesztelésére **P-jeldlt in vitro szintetizalt egyesszali RNS-eket inkubaltunk
embri6 extraktumban, majd formaldehides agaroz-gélelektrofézissel vizsgaltuk. Kontrollnak a
szomszédos génrdl atirt RNS-t hasznaltuk, mivel ott RNaz protekcios kisérletekben atfedd
transzkripciét nem detektdlunk (az adatot nem mutatom), igy feltételeztiik, hogy ebben a
kisérleti rendszerben intakt marad.

Az egyes szintetizalt, radioaktivan jelolt RNS-eket a 12. abra foglalja 6ssze. A két génrdl
Osszesen 6 DNS fragmentumot valasztottunk, és a roluk atirt RNS-eket teszteltiik. Azért
valasztottunk szélesebb korbdl RNS-eket, mint ahol az atfedd transzkripciot tapasztaltuk, mert
ha valoban lebomlik a megfelel6 mRNS ebben a stddiumban, akkor a detektdlasanak is
csekély a valosziniisége. Kovetkezésképpen a primerextenzids vagy a 5S’RACE kisérletekben

nem tudjuk detektalni.
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12. 4bra

In vitro RNS készitésére hasznalt genomikus fragmentumok

Az Ada2a/Rpb4 és a Dtl gén régidjabol szarmazo RNS-ek egy kivételével mind lebomlottak
a kisérleti rendszerben, mig a kontroll RNS intakt maradt (13. Abra A panel). Bar az EcoRI-
EcoRI fragmentumrdl atirt RNS mennyisége is lecsokkent, 4am mig a BamHI-BamHI
fragmentumrol szarmazé RNS degradéacidja megbizhatéan reprodukalhatd volt a kisérleti
rendszeriinkben, az EcoRI-EcoRI RNS-r6l ez mar nem volt elmondhato.

Az eredménybdl két dologra lehetett kovetkeztetni: 1. vagy a bomldst mutatd6 RNS-ek
valamilyen szerkezeti okbdl instabilak az embri6 kivonatban és a Dl génrdl szarmazd EcoRI-
EcoRI fragmentum stabilis a kontrollal egyiitt, 2. vagy a degradalédott RNS-eket egy nagy
molekulastlytl fehérje-komplex bontja, ami valamilyen szabdlyozasi folyamatra utal. A
kisérletben degradalodott RNS-ek (BamHI-Bglll, BamHI-EcoRV és BamHI-EcoRI) az RNaz
protekcios esszében atfedd transzkripciot mutatd régiobol és annak kozvetlen kdrnyezetébdl
szarmaznak.

Annak bizonyitdsara, hogy a megfigyelt RNS bomlas specifikus, kevert mintakat
teszteltiink. A két leghosszabb degradalodd6 RNS-t (Pstl-Pstl ¢s BamHI-BamHI)
Osszekevertiik a kontroll RNS-sel, és igy inkubaltuk az embrié kivonatban (13. abra B
panel). Az eredmény azt mutatta, hogy mig az el6z0 kisérletben is instabilis RNS-ek
degradalédtak, a kontroll intakt maradt. Igy kizartuk, hogy az RNS bomlast valamilyen
technikai problémai miatt észleltiik volna.

Nyitott volt még a kérdés, hogy vajon a degradaciot nemspecifikus ribonukledzok okozzak,
vagy valamilyen nagy molekulastlyt fehérje-komplex. A kérdés megvalaszoldsdhoz egy
olyan embrid kivonatot készitettiink, amelyet 100°000 g-vel iilepitettiink, igy a feliiliszoban

nem voltak nagy molekulasulyt fehérje-komplexek, csak a szolubilis nemspecifikus
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ribonukleazok. Ebben az extraktumban inkubaltuk ezek utan a legerdsebb degradaciot mutatd
BamHI-BamHI RNS-t (13. abra C panel).

Mikdzben a nagy molekulatomegii fehérje-komplexeket is tartalmazo embrid kivonatban a
BamHI-BamHI RNS lebomlott, abban az extraktumban, amelyben csak a szolubilis RNazok
voltak, a jelolt RNS intakt maradt. Kovetkezésképpen a megfigyelt RNS instabilitast
valamilyen enzim-komplex okozza.

Egyrészt, ha ugyanezt a jelolt RNS-t mint probat hasznaltuk RNaz protekcios esszében,
atfedo transzkriptumokat detektaltunk, masfeldl ez az RNS egy nagy molekulatomegii
fehérje-komplex altal degradacidt szenved Drosophila melanogaster embrid kivonatban.
Mivel a rendszerben olyan duplaszala RNS is el6fordulhat, amely errdl a régiordl keletkezik,
¢és a templat DNS-en nincs semmilyen olyan szekvencia motivum amely mas ismert RNS
degradécios mechanizmust inditana be (pl. nonsense-mediated decay-t), valoszinii, hogy az

RNS interferencia felelds az észlelt RNS bomlasért.
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radioaktiv RNS-ek stabilitasat vizsgaltuk 18°000g-vel iilepitett Drosophila melanogaster
embrio kivonatban. A 2., 4., 6., 8. és 10. minta 11 ul 0-6 oras embrio kivonatot tartalmazott +
ImM ATP + 1U RNasine (Fermentas), migaz 1., 3., 5., 7. és 9. minta nem tartalmazott
embrio kivonatot. B: A bomlo RNS mintakat sszekevertiik a stabil kontroll RNS-sel, és igy
vizsgaltuk az el6bbi embrio extraktumban. Az 1., 3., 5. és 7. minta nem tartalmazott embrio
lizatumot, mig a 2., 4., 6. és 8. minta tartalmazta az A részben is alkalmazott embrio
kivonatot. C: 100°000 g-vel iilepitett embrio lizatumban a BamHI-BamHI fragmentum stabil
volt. 1. sav kontroll, nem tartalmazott embrio kivonatot, a 2. és 3. savban 100’000 g-vel
tilepitett embrio kivonatot, a 4. és 5. savban 18°000 g -vel iilepitettet hasznaltunk.

3. A Dtl gén funkcionalis vizsgalata
Az Ada2a/Rpb4 és a Dtl gén termékei koziil a DTL fehérje funkcidjara fokuszalok a
dolgozat harmadik részében. Az ADA2a és RPB4 fehérjék funkcionalis vizsgalatat masok

végezték, én a DTL fehérje miikodésének vizsgalataban vettem részt.
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3.1. Elézmények

A DTL fehérjének az adatbazisokban az ¢leszt6tdl a fonalférgeken at az emberig mindenhol
megtalalhatd a homologja (2. fiiggelék). A hasonlosag a fehérje C-terminalis részére esik,
ahol egy konzervalt S-adenozil-metionin kotéhely talalhaté. A Drosophila melanogaster
fehérjén végzett vizsgalataink koézben mas laboratoriumok leirtdk a human és az élesztd
homolégjat.

A human homoldégot mint magi receptor koaktivatorral kdlcsonhato fehérjét irtak le (100).
A Peroxiszoma proliferator-aktivalta receptor gamma (PPARY) egy transzkripcios faktor,
amely tobb koaktivator komplex-szel is kolcsonhat. A DTL human homologja (PIMT- PRIP-
Interacting protein with Methyltransferase domain) kolcsonhat a PRIP-pel (Peroxisome
proliferators-activated Receptor (PPARY)-Interacting Protein), és igy mint 6sszekotd fehérjék
funkcionalnak a PPARY két koaktivator komplexe, a CBP/p300 és a PBP kozott (101).

Egy masik csoport a DTL ¢éleszt6 homologjat (TGS1) mint trimetil-guanozin cap szintetazt
azonositotta (102). A kis magi és nukleolaris RNS-ek egy részének rendhagyd a cap
struktiraja, a monometil-guanozin helyett trimetil-guanozin talalhat6 az 5° végiikon. Ez
sziikséges a miikodésiikhoz, ugyanis ha nincs trimetil-guanozin cap a snRNS végén, a
funkciokat ellatd snRNP-k nem képesek Osszeszerelddni. A TGS1 a kis RNS-ek cap
struktirdjanak trimetildlasdban vesz részt mint metiltranszferdz. A human DTL homologrol, a

PIMT-1dl is leirtdk ugyanezen funkciot, bar 6k hTGS1-nek nevezték a fehérjét (103).

3.2. A Dtl gén inaktivalasanak hatisa

A fehérjék funkcidinak megértése iranyaba tett els6 1épés altalaban az, hogy megvizsgaljak,
hogyan reagal egy ¢€l0 szervezet az adott fehérje hidnyara. Szerencsénkre a Drosophila
melanogaster az egyik legjobban jellemzett eukariéta modellszervezet, a genetikéja jol ismert.
Rengeteg mutans torzs all a kutatdok rendelkezésére, igy hidnymutans allatot létrehozni
viszonylag egyszerii. Léteznek olyan mutans torzsek, amelyek P-elem inszerciokat hordoznak
valamelyik kromoszomajukon.

A helyzetiinket megkonnyitette, hogy a Szegedi Torzskozpontban volt egy olyan torzs
35 bazisparra. Az inszercionak, amely feltehetdleg Dt/ mutaciot okozott, letalis fenotipusa
volt. A P-elem remobilizalasaval kiillonbozo delécidos mutansokat hoztunk 1étre, és Southern
hibridizaciés technikéaval hataroztuk meg a delécio nagysagat. Olyan torzseket valasztottunk

ki, amelyekben a P-elem maradéktalanul eltavozott a Dt/ 5> végérdl, és kromoszomalis DNS-t
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is vitt magaval. Igy delécio keletkezett vagy csak a Dtl génben, vagy az Ada2a/Rpb4 génben
is.

Harom olyan torzset valasztottunk, amelyek a fenti kritériumnak megfeleltek, az 58-as, a
192-es és a 189-es szamut. Az 58-as ¢és a 192-es jelliben a P-elem mobilizalasakor a Dt/
génben képzodott delécio, a 189-ben mindkét gén deléciot szenvedett. Az 58-as torzsben egy
nagy delécid képzddott, amely eltavolitotta az egész Dil gént, viszont a delécid annyira nagy,
hogy elképzelhetd belenytlik a szomszédos génbe is, amely kb. 10 kilobazisparra helyezkedik
el a Dt-t6l. A 192-es delécios torzsben a deléciot izolaltuk PCR-ral, és szekvenaldssal
megallapitottuk a pontos helyét és kiterjedését. Eszerint 772 bazispar hianyzik a Dt/ génbdl,
ami az annotalt transzlacios startpont elvesztésével jar. A szekvencia elemzésekor kidertilt,
hogy a 192-es torzsben a deléciot szenvedett Dt/ génrdl képzddhet egy csonka fehérje, mivel a
gén promotere sértetlen maradt, és taldlhatdé mas ATG is a DTL fehérjét kodold nyitott
leolvasasi keretben az eredeti ATG-hez képest downstream. Immunoblot kisérletben valoban
detektaltunk egy keresztreagald rovidebb fehérjét a-DTL poliklonalis ellenanyaggal. A 189-
es torzsben is megallapitottuk a delécid pontos helyét és kiterjedését. Itt 822 bazispar
masodik exonjat. Ebben a torzsben nem keletkezik sem Dtl sem Ada2a, sem Rpb4 mRNS.

Mindharom delécios torzs letalis fenotipussal rendelkezik. Az 58-as és a 192-es mutans 1égy
az L2-L3 larvalis stadiumok kozti atmenetben pusztul el, mig a 189-es L1 larvalis
stadiumban. Mivel az 58 ¢és 192 delécios torzsek fenotipusa megegyezett, ezért ugy
gondoltuk, hogy a 192-es torzsben sem miikodik a DTL fehérje, vagy legalabbis az a
funkcidja, amely a fenotipust okozza.

Mind a 192, mind az 58-as mutans torzsben a larvak imagdkorongjai a vadtipushoz képest
csokevényesek voltak. Ez a fenotipus fokozatosan alakult ki, a korai larvalis stadiumban még
nem detektdlhatd, de mire elérik az L3-as egyedfejlodési stadiumot az imagodkorongok,
amelyekbdl kialakulnak a felndtt egyed szervei, elsorvadnak. Mindemellett a kdzponti
idegrendszeriikben mitdtikus rendellenességeket tapasztaltunk. Az osztédd sejtekben a
kromoszomak Osszeragadtak, anafazis soran lemaradd kromoszémdkat és kromoszoma
hidakat észleltiink. Ennek kovetkeztében politén sejtek is kialakultak, tilkondenzalt

kromoszomakkal, ami mitdtikus gatlasra utal (14. abra).
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14. abra

Drosophila melanogaster DTL hianyos fenotipusa
A: L3 larvalis fejlodesi stadiumban a DTL hianyos allatok (192-es torzs) imagokorongja
elcsokevényesedik. B: Az L3-as larvak agyi preparatumaban mitotikus rendellenességek
észlelhetoek. A metafazisban dsszetapadt, gytirii alaku kromoszomak lathatok, mig
anafazisban kromoszoma hidak, lemarado, valamint tulkondenzalodott kromoszomak
figyelhetok meg.

Abban az esetben, ha a Dt/ gént mint transzgént visszajuttatjuk a mutans torzsbe
(menekités), a vadtipusi Drosophila melanogasterre jellemzd fenotipus visszadll. Ez
bizonyitja, hogy az észlelt DTL- fenotipust csak a Dt/ gén mutacidja okozza, és nem a P-elem
mobilizaldsakor keletkezd esetleges masik mutacié. Igy megéllapitottuk, hogy a DTL fehérje
hidnya letalis, mégpedig az L.2-L.3 larvalis stadiumok kozti atmenetkor pusztulnak el a mutans
legyek. A 189-es mutans torzs felhasznalasaval menekitéses kisérletekkel kimutattuk, hogy az
ADA2a fehérje hidnya korai baballapotban az éllatok pusztulasahoz vezet, mig az RPB4

hianya mar L1-es larvastadiumban letalis.

3.3. A DTL fehérje funkcidjahoz az 5’ nemtranszlalodo régio is sziikséges

A Drosophila Genom Annotéaciés programban a Dt/ gént egy meglehetdsen hosszu, 597
bazisparos 5° nemtranszlalédo régioval irtak le. Ebben a régidban is talalhatd egy nyitott
leolvasasi keret, amelyik belenyulik a DTL fehérjét kodold nyitott leolvasasi keretbe, és egy
179 aminosavbol allé potencidlis polipeptidet kédol (DTLu) (15. abra A panel). Bar ennek a
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polipeptidnek az adatbazisokban csak a Drosophila pseudoobscuraban talaltunk homologjat,
azonban tartalmaz funkcionalis domént (15. abra B panel), egy leucin-cippzar motivumot,
igy nem zarhatjuk ki a valosziniliségét, hogy ez a fehérje létezik, és sejtfunkcidval is
rendelkezik. Ennek fényében indokoltnak talaltuk, hogy megvizsgaljuk a Dt/ gén melyik

terméke okozza a mutans fenotipust.
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15. dbra

A Dtl génrdl potencialisan két fehérje képzédhet
A: A sematikus rajzon alul a Dtl és Ada2a/Rpb4 gén szerkezete, a felsé kinagyitott részen a
Dtl gén elsé ORF-ének harom nyitott leolvasasi kerete (ORF) lathato, valamint a két ORF

erer

transzkripcios startponthoz viszonyitva, a vonalak a stop kodonokat jelzik. B: A DTLu és
Drosophila pseudoobscura homologjanak osszehasonlitasa. A csillagok a leucinokat jelzik a
leucin-cippzar motivumban.

Mint kordbban emlitettem, ha a Dt/-t mint transzgént visszajuttatjuk a 192-es mutans
torzsbe, a vad-tipusra jellemzd fenotipus visszaall. Olyan menekitd transzgén-konstrukcidkat
készitettiink, amelyekben vagy a Dtl gén elsO nyitott leolvasasi keretét rontottuk el (pCaSpeR-
DTLd), vagy a DTL-t kddolé masodikat (pCaSpeR-DTLu). A pCaSpeR-DTLd esetében az
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els6 ORF-et megszakitottuk stop kodokat tartalmazé adapterrel az ATG utan 480 bazisparral,
igy az csak a masodik ORF-et tartalmazta, a pCaSpeR-DTLu-ndl deletaltunk kozel ezer
bazisparnyi részt a masodik ORF-bdl, igy az csak az els6 ORF-et tartalmazta (16.4bra).
Abban az esetben, ha az elsd nyitott leolvasasi kerettel (DTLu) menekitettik a 192-es
mutanst, a mutans fenotipus kissé eltolodott, ha a masodikkal (DTLd), akkor az eredeti
fenotipus megvaltozott. Az elsé ORF hidnyaban az allatok egyedfejlodése a baballapotig is
elért, de a babokbdl mar nem voltak képesek kikelni. A két konstrukcidt ha egyiitt juttattuk a
192 mutans allatokba, akkor a vadtipusra jellemz6 fenotipus tokéletesen helyreallt.

Tekintettel arra, hogy a Dtl gén két nyitott leolvasasi keretébdl szarmazod polipeptidek
kiilon-kiilon nem voltak képesek menekiteni a DTL-fenotipust, logikusnak tiinik a

megallapitas, hogy mindkét géntermékre sziikség van az ecetmuslica egyedfejlddésekor.
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16. abra

A DTL hianyos fenotipus menekitésére hasznalt transzgenikus konstrukciok
A fels6 részen a sematikus rajz a két delécio elhelyezkedését mutatja zarojellel kozbezarva.
Az als6 felében a menekitésre hasznalt genomikus fragmentumok lathatok. A zargjel deléciot
jelent, a stop jelzés helyére egy mindharom leolvasési keretben stop kodot tartalmazo 14
bazispar hosszu adaptert épitettiink. A menekitd transzgenikus konstrukcional a + a teljes
menekitést, a (+) a részleges menekitést, a — jel kis vagy semmilyen mértékii menekitést
jelent.

3.4. A DTL részt vesz a kis RNS-ek érésében

A kis magi és nukleoldris RNS-ek érésiik soran tobb valtozason mennek keresztiil. Egy
részik 5’ végi cap strukturaja tovabbi metilacion esik at, és 2,2,7-trimetil-guanozin nukleotid
lesz az 5° végikon. Mouaikel és szerzdtarsai (102) az élesztd, és késébb a human DTL
homologrol leirtdk, hogy a kis RNS-ek trimetilacidjaért felelds fehérjék. Indokoltnak
tartottuk, hogy megvizsgaljuk, a DTL vajon szerepet jatszik-e ebben a folyamatban.

Els6 Iépésben a vadtipust és a Dt/ mutans larvakat hasonlitottunk 6ssze monoklonalis 2,2,7-
trimetil-guanozin ellenes ellenanyaggal. A larvak zsirtestében a sejtmagok festédnek

immunhisztokémiai reakcioban, mivel a kis magi és nukleolaris RNS-ek ott helyezkednek el.
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A vadtipust larvak sejtmagjai szépen festddtek, mig a Dt/ mutans larvak sejtmagjai csak alig,
vagy egyatalan nem (17.abra A panel). A 192-es torzsben néhany sejtmag még mutat
festddést az ellenanyaggal, az 58-as torzsnél viszont a sejtmagok egyatalan nem festddnek. A
két torzs kozotti festddésben mutatkozo kiillonbséget az okozhatja, hogy a 192-es torzsben
keletkezd csonka fehérje még valamennyire el tudja latni a feladatat, igy a trimetil-guanozin
cap-et tartalmazo kis RNS-ek késobb tlinnek el a sejtmagokbdl, de okozhatja az is, hogy a
192-es larvak még valamivel fiatalabbak lehettek, és azért van még trimetil-guanozin cap-et

tartalmazo kis RNS a zsirtest sejtmagvaiban.

B Total RNS Fellldszo Csapadék

vad 192 58 vad 192 58 vad 192 58 vad

a-TMG a-Leghemoglobin

17. dbra

A DTL fehérje részt vesz a kis RNS-ek érésében
A: o+TMG ellenanyaggal L3 larvalis stadiumu larvak sejtmagjainak immunhisztokémiai
festodese lathato. A trimetil-guanozin cap tartalmu RNS-ek zolden festodnek. B: Oregon R és

a két mutans torzsbol készitett RNS mintdkon o-TMG ellenanyaggal immunprecipitaciot
vegeztiink, és a kis RNS-eket Ul, U2, U4, U5 és U6 specifikus probaval Northern
hibridizacioval detektaltuk. Kontrollként burgonya leghemoglobin ellenanyagot hasznaltunk.

Kivancsiak voltunk, hogy vajon ez a fenotipikus valtozas csak a zsirtestre korlatozodik-e,

vagy megfigyelhetd minden szévetben. Ezért immunoprecipitaciot végeztiink a 2,2,7-trimetil-
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guanozin ellenes ellenanyaggal, majd Northern hibridizaciéval megvizsgaltuk, hogy az igy
kicsapott trimetil-guanozin tartalmi RNS-ek kozott képviseltetik-e magukat a kiilonbozo kis
RNS-ek (17.abra B panel). Probanak Ul, U2, U4, U5 és U6 cDNS-eket hasznéltunk. Azt
tapasztaltuk, hogy mig a vadtipusu larvakbol nagymennyiségli trimetil-guanozin cap végi
snRNS-t tudtunk kimutatni, addig a 192-es és az 58-as mutans larvakbol csak elenyészo
mennyiségiit. Az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a DTL fehérje hianyaban 2,2,7-
trimetil-guanozin cap 5’ végl kis RNS-ek nem képzddnek a mutans allatokban. Az altalunk
detektalt kis mennyiség valdszinlileg még anyai eredetli, ugyanis a Drosophila melanogaster

nésténye a petékbe a tapanyagok mellett nagy mennyiségii RNS-t is juttat.
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gént vizsgaltuk. A gének szerkezetét, szabalyozasat és az egyik gén termékének funkciojat
probaltuk felderiteni. A munka kezdetekor még nem azonositottdk egyik gént sem, igy
nekiink adatott meg a lehetdség erre. Sikeriilt megallapitanunk mindkét gén pontos
elhelyezkedését €s exon-intron struktardjat. Homologidk alapjan elneveztiik a két gént, az
egyiket Dtl-nek, a masikat Ada2a/Rpb4-nek. Az Ada2a/Rpb4 génrdl megallapitottuk, hogy
alternativ éréssel két mRNS képzdédik rola, mig a D#/ gén két nyitott leolvasasi keretet
tartalmaz. Szovettenyészetben végzett kisérletekkel és transzgenikus legyek felhasznalasaval
megtettiik a kezdeti 1épéseket a cisz szabalyozd elemek felderitésében. RNS stabilitasi
kisérleteink arra utalnak, hogy a két gén szabalyozasa RNS szinten is megvaldsul. Mutans
ecetmuslicdk felhaszndldsdval meghataroztuk a D¢/ gén hidnymutansanak fenotipusat, és
bizonyitottuk, hogy ezt a fenotipust mindkét nyitott leolvasasi keretrdl képz6dé polipeptid
hidnya okozza. Végiil bizonyitottuk, hogy a DTL fehérje szerepet jatszik a kis RNS-ek
érésében.

A Drosophila melanogaster genomszekvencidjanak megfejtése befejezodott, igy
hozzajuthattunk pontos szekvencialis adatokhoz. A csupasz DNS bazispar-sorrenden
prediktaltak, hogy hol helyezkednek el az egyes gének, és azoknak mi a funkcidjuk. A gének
elhelyezkedését a roluk képz6d6 mRNS-ek alapjan hatdroztdk meg. A mRNS-rél reverz-
transzkripcioval cDNS-t készitettek és behataroltak a genomi DNS-en valo elhelyezkedését.
gy meglehetésen pontosan meg tudtédk hatarozni egy gén exon-intron szerkezetét, és 3’ végét.
A transzkripcids startpont meghatarozdsa mar nem ilyen egyszerii, ugyanis a cDNS-eket
altalaban a mRNS 3’ végérdl a poliA farokrdl inditva szintetizaljak, és igy fennall a veszélye,
hogy a mRNS instabilitisa miatt csonka, az 5’ végén hianyos cDNS-t kapnak. Ezért
dontottiink ugy, hogy 5’RACE-szel meghatarozzuk a két gén pontos 5° végét. Természetesen
a transzkripcios kezdépont ismerete elengedhetetlen a promoter analizishez.

Az Ada2a/Rpb4 génrdl képzodo két mRNS-nek ugyanott kezdddik a transzkripcioja. Ez azt
jelenti, hogy a két mRNS ugyanarro6l a prométerrdl irodik at, egy pre-mRNS-bél képzddnek
alternativ éréssel. A két fehérje kozos szabalyozddasanak ellentmond, hogy mint az 4. abran

is latszik, kiilonbozé egyedfejlodési stadiumokban a génexpresszidban kiilonbségek
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mutatkoznak. Mivel ez mar mRNS szinten is megmutatkozik, feltehetd, hogy vagy a mRNS
érésében van eltérés, vagy egyik vagy masik mRNS egyes egyedfejlodési stddiumban instabil.

A két gén pontos elhelyezkedésének térképezésekor megallapitottuk, hogy az 5° végiik
csupan 73 bazisparra van egymastol. Egyes megallapitasok szerint egy atlagos Drosophila
melanogaster promoter 70-80 bazispar kiterjedésti (93), mig masok ezt tobb mint szaz
bazisparra teszik (1). A két gén meglehetésen kozeli elhelyezkedése felveti annak a
lehetdségét, hogy a promoterek részben, vagy teljesen atfednek. Az is elképzelhetd, hogy

Az Ada2a/Rpb4 in vivo promoter analizise azt mutatta, hogy a transzkripcid iniciacidjahoz
sziikséges promoter elemek egy rovid, 79 bazisparos szakaszon vannak. Schneider S2
sejtekben szovetspecifikus transzkripcids faktorokat nem tudunk detektalni, mivel ez egy
embriondlis eredetli sejttenyészet, a kifejlett egyedekben tapasztalhatdé szovetspecifikus
génkifejezddés itt nem érvényesiil. Ezért ebben a rendszerben csak a transzkripcio erdsségét
befolyasold altalanos faktorok, és az embridban is miikodd transzkripcids faktorok hatasat
lehet kimutatni. /n silico analizis szdmos kotOhelyet josolt a vizsgalt promoter régiora, de
szamottevd hatdsa egynek sem volt. Az egyediili aktivitdsnovekedés a (-640)-(-500)-ig tartd
szakasz kiejtésével volt tapasztalhato, itt egy Hairy kotohelyet prediktalt a program, de ez is
csak mintegy masfélszeres aktivitasnovekedést eredményezett. A Hairy egy ,,pair-rule” gén,
sz6l annak, hogy részt vesz vagy az ADA2a vagy az RPB4 expressziojanak szabalyozasaban,
hiszen az egyik egy transzkripcios koaktivator, mig a masik az RNS polimeraz Il alegysége.
Ezt a feltételezést megerdsitette, hogy egy 2004 juliusaban kozolt tanulmanyban Hairy
célgéneket azonositottak, és az Ada2a/Rpb4 gén nem volt koztiik (105).

Transzgenikus legyekben az Ada2a/Rpb4 promoéter mutat szovetspecifikus expressziot,
ugyanis larvakban csak az agyban, a herében és az imagd korongokban észleltiink promoter
miikodésre utaldo B-galaktozidaz expressziot, mig a kifejlett egyedeknek csak a gonadjai
festddtek. A transzgenikus allatok létrehozasara a masodik legrovidebb promoter
fragmentumot hasznaltuk (a104/69), hiszen a szdvettenyészetben itt is hasonlo jelet kaptunk,
mint a leghosszabb (a1063/69) esetén. gy arra kovetkeztettiink, hogy ezen a rovid szakaszon
megtalalhatok a gén kifejezddéséhez sziikséges cisz elemek. Mivel az ADA2a egy altalanos
koaktivator, és az RPB4 az RNS polimeraz II alegysége, valdszinli, hogy az észlelt
génkifejez0dés mas szovetspecifikus enhancerek hianyaban johetett 1étre. Az eredmény
viszont megerdsiti, hogy a vizsgalt promdter fragmentumon megtalalhatok a transzkripcid

iniciacidjahoz sziikséges alap-promoter elemek.
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A Dtl gén prométerét Schneider S2 sejtekben analizalva megallapitottuk, hogy a vizsgalt
promoter szakaszon a transzkripcid erdsségét jelentésen befolyasolo cisz elem(ek) talalhatok.
Ezen elem, vagy elemek helyzetét luciferaz riportergén esszével a transzkripcids startponttol
szamitott (-412)-(-616)-o0s promoéter szakaszra lokalizaltuk. Mivel a tovabbi roviditések mar
nem hoztak aktivitdscsokkenést vagy novekedést, ezért azt feltételezziik, hogy a vizsgalt
promoter fragmentumon mas olyan cisz elem nem taldlhatd, amely hatassal van a D¢/ gén
talalhato(k), nem pedig intronban. Az exonokban taldlhatd enhancer szekvenciak altaldban az
RNS érésben vesznek részt, és nem a transzkripcid erdsségének szabalyozasaban (106).

Természetesen a Dt/ gén promoéterét is megvizsgaltuk transzgenikus ecetmuslicak
segitségével, itt két promoter szakaszt is vizsgaltunk (d926/58 és d141/32). Az eredmény azt
mutatta, hogy hasonloan az Ada2a/Rpb4 promoternél tapasztaltakkal, itt is limitalt szoveti
kifejezddést észleltiink, bar ez sokkal szélesebb korli volt, mint az Ada2a/Rpb4 esetében.
Kiilonbség mutatkozott viszont a vizsgalt két promodter szakasz kozott. A hosszabb
fragmentum (d926/32) nem mutatott olyan kifejezett expresszidt a larvak nyalmirigyében és
belében. Az észlelt kiilonbség oka lehet, hogy a hosszabb promdter fragmentumon
elhelyezkedhet olyan cisz elem, amely ezekben a szovetekben fejti ki represszalo hatasat.

A Schneider S2 sejtekben tapasztaltak alapjan azt feltételeztiik, hogy a D¢/ gén szabalyozo
alatamasztani in vitro DNS-fehérje kotési vizsgélatokkal, amely megerdsitette, hogy a
(-412)-(-616)-o0s promoter szakaszhoz specifikus DNS-kotd fehérjék kapcsolddnak. A régiot
felbontva a (-412)-(-535)-ig terjedd, valamint a (-535)-(-616)-ig terjedd szakaszon fehérje
kotésre utalo, megvaltozott mobilitasu fragmentumokat észleltiink. Ezen a szakaszon in silico
vizsgalatok harom transzkripcios faktor kotéhelyet josoltak, a Tramtrack, a Fushi Tarazu ¢és a
Suppressor of Hairless fehérjékét. A Tramtrack 69K transzkripcios represszor, mig a Fushi
Tarazu és a Suppressor of Hairless aktivator fehérjék. A Tramtrack 69K egy represszor, a test-
szegmentacidért felelds ,,pair-rule” géneket gatolja (96), valamint a GAGA-aktivaciét (107).
A Fushi Tarazu a test-szegmenticioban résztvevd ,pair-rule” gének egyike (97), az
antennapedia-komlex tagja. A Suppressor of Hairless a Notch receptorral kapcsolddva fejti ki
hatasat (98). Ez represszorfehérjéket aktival, amelyek részt vesznek az idegrendszer, a szarny,
a lab, a csap és az izmok kialakuldsdban, valamint az oogenezisben. A Dt/ nem ,,pair-rule”
faktor kotdhely, amelyhez kapcsolddva fejti ki a Notch receptor a hatasat (108). Az in silico

modszerrel azonositott faktorok Dl gén expresszidjaban jatszott szerepe még nem tisztazott.
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Specifikus DNS-fehérje komplexet detektaltunk EMSA-val a két gén transzkripcios
startpontja kozotti szakaszon (al04/64 illetve d1441/32). Ezen a révid 73 bazisparos
szakaszon két konzervalt alap promoter elem, valamint egy szdvetspecifikus transzkripcios
faktor kotohely (E74A) taladlhatd. Az alap promoter elem egyike a DRE (DNA Replication-
related Element), a masik egy nemrégen azonositott elem, a szekvencidja: TGGTCACACTA
(1). A DRE elemet a sejtproliferacioban és a DNS replikaciojaban szerepet jatszd fehérjék
génjeinek promoéterében mutattak ki, a DREF fehérje kotddik hozza (109). Egyre inkabb ugy
tlinik, hogy a DRE altal szabalyozott gének csoportja szdmosabb (1).

A luciferaz riportergén esszé alapjan az E74A transzkripcios faktor valésziniileg nem jatszik
szerepet az Ada2a/Rpb4 gén kifejezédésében Schneider S2 sejtekben, mivel a pPa80/69-es
konstrukcio, ahol az E74A kotdhelyet deletdltuk, ugyanolyan aktivitdst mutatott, mint a
hosszabb pPal04/69 konstrukcid. Szintetikus duplaszala oligd, és «a-DREF ellenanyag
segitségével bizonyitottuk, hogy a DNS-fehérje kolcsonhatasért DRE elem a felelds. DRE
mutans promoterszekvenciat tartalmazé konstrukcidkkal kimutattuk, hogy a DRE elem
szerepet jatszik az Ada2a/Rpb4 gén expresszidjaban, mikozben a Dt/ expresszidja a mutacid
hatdsara nem valtozott. A mutacio hatasara az Ada2a/Rpb4 kifejez0dése nem sziint meg, de
megkozelitleg 60%-kal csokkent. A DRE szekvencia mutéltatdsaval hozzank hasonldan
masok is azt kaptdk, hogy nem teljesen szlinik meg a promdter aktivitds, ha a Clal hely
kozepén két plusz bazispart épitenck be, csak jelentdsen visszaesik, 34%-ra (110), 14%-ra
(111), valamint 6%-ra (112). Ugyanez a mutacio in vivo kisérletekben hatastalan. Ehhez a
mutans szekvencidhoz is kotddik a DREF fehérje, csak gyengébben (111), és ez lehet az oka,
hogy az aktivitas csokken, de nem sziinik meg. A harmadik elem (TGGTCACACTA) szerepe
a két gén kifejezédésében még nem tisztazott.

RNaz protekcids vizsgalatokkal az Adala/Rpb4 gén utols6 négy exonjat tartalmazod
genomikus régioban ellentétes iranyu, atfedé6 RNS transzkriptumot detektaltunk, valamint
errdl a régiorol in vitro transzkripcidval atirt radioaktiv RNS specifikus bomléast mutatott. A
tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy a bomlasért egy nagy molekulatomegii enzim-komplex
a felelés, ugyanis a 100’000 g-vel iilepitett embridé kivonat feliiliszoéjaban mar csak a
szolubilis RNazok vannak jelen. Az RNS interferencia effektor molekuldja, a RISC komplex
sincs jelen az igy kapott feliilluszoban(114). Két olyan RNS degradacios folyamat okolhaté a
megfigyelt jelenségért, ahol ilyen nagy molekulatomegli enzim-komplexek végzik az RNS
bontasat, ez a Nonsense-mediated Decay (NMD) ¢és az RNS interferencia. Az RNS
interferencidra az a tény terelte gyanut, hogy a régiordl duplaszala RNS is képzddhet az

atfedd transzkripcido révén, és a kisérletekhez hasznalt Drosophila melanogaster embrio
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kivonatrol bizonyitottak, hogy benne az RNS interferencia lejatszédik (113). Az NMD-rdl
leirtdk, hogy az aktivalodasdhoz sziikséges, hogy az Exon-junction komplex (EJC) a
normalistol eltérd pozicioban legyen a mRNS-en (71). Ha a mRNS-en nincs EJC, rezisztens
lesz az NMD-vel szemben (115). Mivel az embrio lizatum citoplazmatikus volt, és az EJC a
sejtmagban kapcsolodik az exon-exon hatarokhoz, igy a vizsgalt radioaktiv RNS-ekhez nem
kapcsolodhatott, igy a megfigyelt bomlast valdsziniileg nem a Nonsense-mediated Decay
okozza.

Meg kell jegyeznem, hogy az atfedd transzkriptumokat tartalmazé genomikus szakaszon
kiviil egy masik régiobol szarmazo RNS is instabil volt a kisérleti rendszeriinkben, a PstI-Pstl
RNS. Ez az instabilitas eredhet abbol, hogy ezen a szakaszon is létezik atfedd transzkripcio,
bar ezt nem tudtuk detektalni. Ennek oka lehet, hogy mivel az RNS instabil, a komplementer
RNS-e is az, igy a kimutatdsara hasznalt modszer nem volt elég érzékeny, hogy esetlegesen
nagyon kis mennyiségben jelen levé RNS-t is detektalni tudjunk.

Egy ismeretlen funkcioval rendelkezd fehérje, esetiinkben a DTL fehérje szerepét vizsgalni
nem konnyt feladat. Két uton probaltunk meg elindulni. Egyik, hogy mas organizmusokban
fellelhetd homologjainak funkcioja, vagy feltételezett funkcidja alapjan probaltunk
kovetkeztetni az ecetmuslica fehérje szerepére, masik, hogy hidnymutans allatok
fenotipusabol tesziink kisérletek a DTL miikddésének felderitésére. Az adatbazisokban
szdmos organizmusban taldlhaté DTL rokon fehérje, az ¢lesztotol az emberig. Ezek a fehérjék
nagyban kiilonboznek méretben, mig az éleszté homolog 315 aminosav hosszl, addig a
human fehérje eléri a 853 aminosav hosszlisagot. A homologia egyetlen konzervalt régidra
korlatozédik a fehérjék C-terminalis részén, mashol nagy variabilitds tapasztalhato. Ez a
konzervalt régid6 egy RNS-metiltranszferdz domén. A DTL fehérje funkciojanak
meghatarozasa kozben az ¢lesztd és human homoldgjat mint trimetil-guanozin cap szintetazt
azonositottak (102). Egy masik csoport a huméan homoldgot mint magi receptor koaktivatorral
kolesonhato fehérjét irta le (100).

Az ecetmuslica DTL fehérje miikdodésének megértésére hidanymutans allatokat hoztunk 1étre,
¢s megallapitottuk, hogy DTL hidnyaban a legyek L2-L.3 larvalis stidiumban elpusztulnak. Ez
jelentheti azt is, hogy ebben a fejlédési stadiumban van sziikség a fehérje funkciodjara, de azt
is, hogy az anya altal az embriokba juttatott DTL fehérje és RNS akkorra fogyott ki a
larvakbol. P-elem mobilizacioval két mutans torzset hoztunk létre, amelyikbdl az egyikben
(192) képzddik egy csonka fehérje, amely a 491 aminosav hosszu vadtipusa DTL-lel szemben

csak 421 aminosavbol all. Ezt a szekvencidlis adatokon felil immuno-blot kisérletek is
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alatdmasztjak. A két mutans torzs fenotipusa megegyezik, igy arra kovetkeztettliink, hogy a
csonka fehérje nem képes ellatni a funkciot.

Immun-hisztokémiai ¢és immunprecipitdcios kisérletek alapjan DTL hidnydban az
ecetmuslica kromoszomai rendellenesen szegregalodnak a mitdzis folyaman, és a kis RNS-ek
végei nem trimetilalédnak. A mutans torzseket kiillonb6z6 transzgénekkel vald menekitéses
kisérletek azt mutattak, hogy a mutans fenotipust a DTL fehérje, és a gén 5° végén talalhatd
masik nyitott leolvasasi keret (DTLu) egylittes hidnya okozza. A csoport Gjabb eredményei
alapjan valo6szinii, hogy a mitotikus rendellenességért a DTLu, a trimetilaci6 hianyaért a DTL
maga a felelés. A DTL fehérjén az RNS-metiltranszferdz doménen kiviil talalhaté még egy
feltételezett RNS koté motivum is, ennek a két motivumnak a szerepe a mutans fenotipus
kialakitdsdban még nem tisztdzott. A DTLu-nak eddig csak egy rokon ¢éldlényben a
Drosophila pseudoobscurdban talaltunk homologjat, pontos funkcidjanak meghatdrozadsa még

varat magara.
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Drosophila HSFHHPYDHYDEDARDLOFPKEFENAE TLLISEYHHLLDHRKROHESADEEOEFSEYFHETYAY TDSFREFKHKETINSARSLLHOKKLHKFELAALGHLCPEAPEEAKALTPSLEGRFEDEELROT
Anopheles YEEDAADLOFPKEFESAETLLISEYHHLLEHRKNONESSEEEQEFSEYFHKTYTYTHEFRKFRHNKETIASYRSLLHOKKLHKFELARLGHLCPASPEEAKALIPSLEGRFEDDELQOT
Danio HAAAGAT=-OYGDYEEDASOLHFPKEFENAETLLNSEYHALLEHRKQOHESAEDEOELSEYFHETLNY TARFSRFKHRETIASYRSLLLOKKLHKFELASLANLCPEAAEEAKALTPSLEGRFEDEELQOT
Gallus HARGGSDPRTADYEEDASOLYFPKEFETAETLLHSEYHHLLEHRKQOHESAEDEOELSEYFHKTLHY TARFSRFKHRETIASYRSLLLOKKLHKFELACLANLCPETAEEAKALIPSLEGRFEDEELQOT
Hunan HAAGGSDPRAGDYEEDASOLIFPKEFETAETLLNSEYHALLEHRKQOHESAEDEOELSEYFHETLNY TARFSRFKHRETIASYRSLLLOKKLHKFELACLANLCPETAEESKALTPSLEGRFEDEELQOT
Hus  HARGGSDPRAGDYEEDASOLIFPKEFETAETLLHSEYHHLLEHRKOOHESAEDEOELSEYFHKTLNY TARFSRFKHRE TIASYRSLLLOKKLHKFELACLANLCPETAEESKALIPSLEGRFEDEELQOT
CONSensuS  «..eeeeessss THEDAa#LqFPKEFEAETLLISEVHALL #HRK , DHESa# #EQEFSEYFRKTyY, YT, .FrkFKHKETLaSvRSLL$0KKLHKFELAaLgHLCPe ,pPEEAKALIPSLEGRFED #ELqOT
131 14942
| — =
Drosophila LDDIGTKRSLOY
Anopheles LDDIGTKRSLOY
Danio LDDIOTERSFOY
Gallus LDDIQTKRSFOY
Hunan LODIOTKRSFOY
Hus LDDIQTKRSFOY
Consensus LDDIgTKRS1OY
b, RPB4 és homologjainak dsszehasonlitasa
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2. Fiiggelék
1 10 20 30 40 50 60 20 80 90 100 110 120 130
1 1
Drosophila
Hunan HCCEKHSRYAEHFLFTEEREDCKILCLCSRAFYEDRKLYHLGLKGYYIRDSGHHSGDOATEEEEGGYSCGTAESHDSKGIGLDESELDSEAELHRSHGLPLOFGRITAHKDFEYSHNTRHKYKIKKKKHO
Elegans
yeast
CONSENSUS  4uiresnsssssasssssssssssssssssssssssssssstsstsssssstssssssstsssststssssssstsstsssssstessstsstossssstsssessstsssssstsstosssrsssosss
131 140 150 160 1720 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
Drosophila
Hunan KKYLDEIYOESHRKEYEEDDILASDDPSSIEQYENTRTYELQSKKDTETENPPYENTLSPKLEITEKHEKYHHEYGGGLLHOSHOEKHPGOALSSEPHNFPDTKEEHEQHYSOLYHYYLEQFQYHEAOGH
Elegans
yeast
CONSENSUS  4uiresnsssssasssssssssssssssssssssssssssstsstsssssstssssssstsssststssssssstsstsssssstessstsstossssstsssessstsssssstsstosssrsssosss
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
Drosophila HYHPGHROSRGLADSOAGDEKSDREHNTHHLTTSRTHPOFYIFS
Hunan TFDASOSCOTDTYTSKTEADDKNDEKCHKYDLYSFPSSPIHYDNDSSGTSOKDHSEILDGISHIKLNSEEYTOSOLDSCTSHDGHOOLSEYSSKRECPASGOSEPRNGGTHEESHSSGNTHTOPPAEDSD
Elegans HSSESYSEEQSDYQHPHCLHGHF GIOFLETDHSESFYEGDLSRAYIKDYELLKASKRPREEKSPEKLLA--—-EEHDEISLKEL-—-—- DTEP-HGEEKLLDERDTPYEYLPKHTCDK
yeast
CONSENSUS  4uiresssssssassssssssssssstsssssssssssssstssssssssssssssssstsssststssssssstsstsssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssessssPosores
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
Drosophila OLFGHOFDHNNCHHGGIONYTHKEFHOREGHELLEQKHHKRFPEY--KDLIEY--¥SSEEQGLHOELHEKHASDYSEKFHYIFSCAFENYQHDLAKS--~-FGLDYAENSEDYEEDL ONLSLTHKPIKS-~
Hunan KSSGANTSKDRPHASGTDGDESEEDPPEHKPSKLKRSHELDIDENPASDFODSGSLLGFKYGSGOKYGGIPHFSHROYRYLEKNYKLKSKYLDHRROIKHKNKHIFF TKESEKPFFRKSKILSKYEKFLT
Elegans RKHKKKKEKGRYNYRSFEEYHDYSSYHLHOITHLHOFGHQHTEEN-RHELTKQCEYHKPIYPIDQHKDILENPDYQOITKTHIEKNPESTFEDIY TK---HCKLIKKOSENDFHDFQTKFYANRCKDHLS
yeask
LT - Y L T Y
521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650
1 1
Drosophila ---KOORYTEKEEDESYLTANDDPEDCDEEQQLRLLGLPTSFASKADIINYRKERKTOYELSSSDTEDGEDLL THENNENEALHGYQSGSYKKKKRRORAIKKLKARHPECH-———- QEDHNKHYKTHYK
Hunan WYNKPHDEERSOESSSHONYHDASTSSDSEEODHSYKKGDDLLETHHPEPEKCOSYSSAGELETENYERDSLLATYPDEQDCY TOEYPDSROAETEAEYKKKKTKKK TKKYNGLPPEIARYPELAKYHAQ
Elegans RI-KRLGYAPGFEESOLPYFHSGA------ EQEIERPIIKDIRYTIDESYSKKFCGADPROETSDEPSTSEESOSADYSSAYISIKHPAEIRFHFDPETEQHLIASHAEKL —-——-~ YANDPEISKYYYQ
yeast HGRTFIHASKIKHAARKRKHHSHFRTLIKLLHNDAYKIESS====KPLKNGKLFKTHKH
Conzensus  ...KeeessseeBosssssssassssssassfossssssnssssssasssssssssssssssssssssssssssbossafasehisecsecaanfroiikeseiideitiieiseesaanklKfu,,
651 51 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 1
Drosophila RFSLFSRFDOG-IRLDRESHFSYTPEKIAKATARRL-A----COYIVDAFCGCGGHATOFANTCGRYIAYDIDAEKLANAKHNAGT Y GYAHKIEF THADFLOFARSTKLRP HYYFLSPPHGGPD
Hunan RYRLFSRFDDG-IKLDREGHFSYTPEKIAEHIAGRY-SOSFKCDYYYDAFCGYGGHTIOFALTGHRYIAIDIDPYKIALARNKAEYYGIADKIEF ICGDFLLLASFLKAD=—==———- VYFLSPPHGGPD
Elegans RYRLFSRLDOG-ITHDREGHFSYTPEATAEHIADRY-YRN-HYSYYYDAF TGYGGHATOFALRGAHYIAIDHDPYRLKCARENARY YGYENYIDF ICADFFDYARTHORDKKLAPKYDAYFLSPPHGGPS
yeast RRRLFSKIDSASIYHTDELMFSYTPERTACFLANFYKACHPHAERILDYFCGGGGHTIOF AHOFPYYYGYDYSIEHIYCTAKHADSYGYDDRIMLKRGSHKKLYSKOKLSKI-==KYDCYFGSPPHGGPE
Consensus R,rlLFS5r.D.g.1.%drE MFSYTPE.IA, . .A.rv.a...n..v!vDaFcG,GGHEIOFA, ... . Yia!D . d.e.i.ca, HA, YG! d. I fi,gdf, . las, . kl.k....k.d . YF1SPPHGGP,
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1 1
Drosophila YOKOATFDIETGLLPYGASOLHOLSRSLASDYAFFLPRHANHKOYYALSGYG-0---ACEYEHNYLOTRHYALTAYYGKGITKGSYGEDE
Hunan YATAETFDIRTHHSPDGF-EIFRLSKKITHHIYYFLPRHADIDOYASLAGPG-G---0YEIEONFLHNKLKTITAYFGDLIRRPASET
Elegans YLKAKEFDLATGCCPHGI-DIFDYSLKICPHIAYFLPRHTKYSOLVELATKAKS---RHEIEQSALHSKIKTITYYYGKLAYREELSHSSKT
yeast  YLRHDYYDLEOHLKPHGITKHLKSFLKLSPHYINFLPRHSDLHOLSRATRKYLGPFAKCKYLYYKENGYHKGIFCHHGECFFNYEPASTENSRRESSEKEELSSENEEL SKRKKHESTTTTKONTYDIYD
Consensus Yl....%0let.l.P.Gi......slkl.p#!, FLPRH.d. 01, .1, k. .g..cocele. . L8, cnkoil ig.b, s sBe e s aBarnssssassssssssnssssssssnsssssnssnssnns
912
1-1
Drosophila
Hunan
Elegans
yeast. YHG
Consensus ...
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Summary

The eukaryotic genome is a highly organised unit. Expression of specific genes is restricted
in time and space. Gene regulation acts at several levels, e.g. through tissue specific
enhancers, boundary elements or basal regulatory factors. To understand the function of a
specific gene, it is important to investigate its regulation.

In this work we present a study of two Drosophila melanogaster genes. They are located in
the F10-11 cytoplasmic region on the 3™ chromosome. The first gene was identified from an
RNA binding protein screen where the TAR RNA was the bait, therefore we named it DTL
(Drosophila Tat Like). The second gene codes for two proteins via alternative splicing. The
first protein showed high similarity to the RNA polymerase II 4t largest subunit (RPB4), the
second one resembled the yeast ADA2 protein. We named these proteins RPB4 and ADA?2a,
respectively. The product of Dt/ is an RNA-binding protein with limited similarity in its
RNA-binding region to that of the TAT protein of human immunodeficiency virus. A
mammalian homologue of DTL was identified recently and designated as PIMT, an
interacting partner of the peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-interacting
protein. The D¢l and the Ada2a/Rpb4 genes lie very close, in head to head orientation. This
observation prompted us to investigate the possible regulatory relationship between them. We
determined the transcription initiation site of Dt/ and Ada2a/Rpb4 using primer extension and
5’RACE. We found that the transcription start site of the two genes are located only 73 bps
from each other.

Using luciferase reporter assays and transgenic flies we demonstrated that the promoter
region of Dt/ is partly within the coding region of Ada2a/Rpb4. By electrophoretic mobility
shift assay we detected several transcription factor binding sites in the D¢/ and ada2/rpb4
promoter regions. In silico transcription factor binding site analysis revealed several potential
binding sites in this region correlating with the electrophoretic mobility shift assays.

In silico analysis revealed a DNA replication-related element (DRE), binding site of DREF,
the protein factor involved in the regulation of a number of genes, which play a role in DNA
replication and cell proliferation. With the help of electrophoretic mobility shift assay using
anti-DREF antibody and competitor DRE-containing oligonucleotides we proved that this

DRE is a bona fide transcription factor binding element. Despite the perfectly symmetrical
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DRE, DREF seems to have a more decisive role in Ada2a/Rpb4 transcription than in the
transcription of Dtl as indicated by luciferase reporter assays using DRE mutant D¢/ or
Ada2a/Rpb4 promoter fragments.

Close proximity of the two genes suggested a possible coupled regulation mechanism.
According to primer extension experiments the two genes might overlap. Although the
5’RACE did not verify the overlap, using ribonuclease protection assay we detected an
overlapping complementary transcript in the Ada2a/Rpb4 gene. We supposed that an RNA
degrading mechanism could serve as a regulatory process controling the mRNA level of these
genes, therefore we tested the stability of the RNAs transcribed from this region in fruitfly
embryonic extract. A **P-labeled RNA transcribed from the Ada2a/Rpb4 gene showed
degradation in this system while a control RNA remained stable. Using mixed RNAs and
100°000g-sedimented cell extract we showed that the observed RNA degradation was specific
and due to a high molecular weight complex.

To study the function of the DTL protein we generated three deletion mutant Drosophila
melanogaster stocks from a P-element insertion mutant where the P-element insertion was in
the 5’ untranslated region (UTR) of the Dt/ gene. In two of these mutants (192 and 58) the
deletion affected only the Drl gene; the mutant 189 lacks both the Dt/ and the Ada2a/Rpb4
promoter region. Using adaZa, rpb4 and Dt/ transgenes we determined the mutant
phenotypes. The loss of RPB4 causes lethality in the L1 larval stage, the loss of ADA2a
results in pupal lethality, while the loss of the DTL protein causes death in the L3 larval stage.
The DTL larvae have vestigial imaginal discs and mitotic abnormalities. During metaphase
we found circularised and sausage-like chromosomes stuck together; during anaphase lagging
chromosomes and chromosome-bridges were observed.

The Dtl gene has a long 5> UTR with an open reading frame (ORF) overlapping the DTL
coding ORF. The potential protein coming from this 5> ORF has only one known homologue
in the Drosophila pseudoobscura, however in rescue experiments both the first and the
second ORFs prooved to be necessary to rescue the DTL™ phenotype, so the 1 ORF seems to
play an essential role in the fly’s development.

During our work the yeast homologue of DTL was identified as a trimethylguanosine
synthase, which plays a role in the maturation of small nuclear and nucleolar RNAs. To verify
this observation in Drosophila we performed immunohistochemistry and immunoprecipitation
experiments with anti-2,2,7-trimethil guanosine antibody. We could detect either a decreased
amount or no thrimethylguanosine cap-containing RNAs in the nucleus of D#/ mutant larvae

from the stock 192 and 58, respectively.
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