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ALTALANOS BEVEZETES ES CELKITUZES

A magasabbrendl eukaridta szervezetek kozos jellemzoje az egyedfejlodés soran
létrejovo, majd az egyes szOvetekre, szervekre jellemzé mintdzatban fenntartott
differencialis génexpresszid. Az eukaridta szervezet minden egyes sejtjében jelenlévo
azonos genetikai informdcio a petesejt megtermékenyitése utan, a sejtosztodasok soran
keletkezd diploid utddsejtekben kiillonb6zé modon haszndlodik fel. A kiilonbozd sejtek
fejlodési programjuknak megfeleléen a rendelkezésiikre 4ll6 azonos készletbdl mas ¢és
mas géneket muikodtetnek vagy kapcsolnak ki; a sejtvonal-specifikus génkifejezddési
mintdzat kialakuldsa a génexpresszid epigenetikus determinacidjdnak folyamata. A
determinalodas megeldzi a morfoldgiai kiilonbségek kialakulasat, és ha a determinécio
hibas, a fejlodésben zavarok 1épnek fel. Mivel a bekapcsolt gének altal termelt fehérjék
mindsége €s mennyisége szabja meg a szervezetben a kiilonféle fejlddési utakat valaszto
egyes sejtek miikodését és azok egymassal vald kolcsOnhatésait, ezért a génexpresszid
epigenetikus determinacidjanak vizsgalata a fejlddésbiologia kozponti feladata.

Mi alakitja ki és Orzi meg a megtermékenyités utdn osztédni kezdd sejtek
identitasat, a kiilonbozo sejttipusokra, szovetekre jellemzd egyéni génkifejezodési
mintazatot? A génexpresszio epigenetikus determindcidjanak a létrejottéhez sziikséges a
determinéciot kialakitdo korai morfogén faktorok megfeleld eloszldsa és a miikodési
mechanizmusukat biztosito jelatviteli utak épsége, a megdérzddéséhez pedig
elengedhetetlen a gének aktiv és inaktiv allapotanak fenntartasat biztositoé rendszer stabil
milkodése. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) kiilonésen hasznos

modellorganizmusnak bizonyult az epigenetikus determinacié folyamataban résztvevo



fehérjéket kddold gének azonositasahoz. A késdbbiekben kideriilt, hogy mig a kiilonboz6
szovetek, testtdjak kialakitasaért felelds faktorokat és jelatviteli utakat a szertedgazo
sokféleség jellemzi, addig az epigenetikus determinacidt konzervalo faktorok homolédgjai
megtaldlhatok minden magasabbrendli eukariotdban, s6t a génaktivitdsi mintdzat
fenntartdsanak alapmechanizmusa is hasonl6.

A megtermékenyitett Drosophila melanogaster petében a legkorabbi sejtsors
determinaciot tobb, anyai eredetli morfogén gradiens hozza létre. A lokalisan hatd, anyai
eredetli transzkripcios faktorok eltéré koncentracidja a fejlodé embrid anterior és
poszterior, illetve hati és hasi részén eltéré mintazatban kapcsolja be a gap-, pair-rule és
a szegment polaritdsi géneket. A zigotikus - a korai embridgenezis soran csak rovid ideig
jelenlévd faktorok - differencidlis expresszidja a homeotikus gének szelvényspecifikus
kifejez0déséhez vezet. A homeotikus gének azon konzervalt, az egyedfejlodés folyaman
koran bekapcsolodd, és mindvégig szelvény-specifikusan expresszaldédd mestergének,
transzkripcids reguldtorok, melyekrdl termelédd fehérjék minden egyes szelvényben
kiilonb6z6 mindsége, illetve mennyisége, a realizator gének szintjének beallitasan
keresztiil, végsd soron az egyedi szelvénymorfologia kialakuldsahoz vezet.

A Drosophila melanogaster esetében a testszervezodést befolyasolo f6
homeotikus gének két génkomplexet alkotnak: az Antennapedia-komplex (ANT-C) a
fejtol a kozéptorig, mig a bithorax-komplex (BX-C) a kozéptortol hatrafelé elhelyezkedd
szelvények identitasanak meghatarozasaért felelds. A BX-C harom homeotikus gént
koédol. A harom homeotikus gén a komplex hatdsa alatt 4116 kilenc szelvény identitasat
nagy kiterjedésti, bonyolult, szelvényspecifikus cisz-regulator elemek segitségével képes

meghatarozni. Minden egyes szelvényben egy 1, az adott szelvényre specifikus cisz-



regulator elem kapcsol be, és keriil nyilt kromatinkonformécidba, ez teszi lehetévé, hogy
vagy Ujabb homeotikus gén aktivalodjon, vagy az el6z6 szelvényben is expresszalodo
homeotikus gén szintje az wjabb szelvényben megemelkedjen. A cisz-regulatorok
szelvényspecifikus aktivitdsi mintdzata és az altaluk beallitott homeotikus génexpresszios
mintazat az embri6 fejlodésének korai szakaszaban alakul ki, és az egyedfejlodés teljes
id6tartama alatt valtozatlan marad.

A homeotikus gének szelvényspecifikus expresszidjanak fenntartasat szolgéld
fehérjék kétféle modon hatnak. A Polycomb-csoportba (Pc-G) tartozo gének termékei az

adott szelvényben nem aktivalodott cisz-regulatorok inaktiv (zart kromatin-
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allapotat tartjak fenn.

A heterozigota Pc-G mutansokban a szelvények részlegesen transzformalddnak a
vad allapotban hatrébb elhelyezkedd szelvényre jellemz6 morfologia irdnyaba. Ezek a
transzformaciok tobb, Polycomb-csoportba tartozd génre nézve egyidejlileg mutans
egyedekben sulyosbodnak. Hasonloképpen, a heterozigota trx-G muténsokban is a
szelvények részleges transzformacidja figyelhetd meg, de itt - az eldz6ekkel ellentétben -
anterior iranyban, tehat a szelvények az eggyel elérébb elhelyezkedd szelvényre
kezdenek hasonlitani. Ez esetben is jellemz6 az azonos (trithorax-) csoportba tartozo
gének mutdcidinak szinergista hatasa a vizsgalt homeotikus fenotipusokra. Gyakran az
antagonista csoportba tartozd muticiok a fenotipus szintjén szuppresszaljadk egymas
hatasat, ami arra utal, hogy az inaktivalo és aktivald rendszer azonos szinten hat, és

érzékeny egyensulyban van egymadssal.



Az utébbi években a homeotikus gének szabalyozasdban szerepet jatszd faktorok
altalanos génszabalyozasi szerepének felismerése ezt a kutatasi teriiletet az érdeklddés
kozéppontjaba allitotta. Kideriilt, hogy egy adott szabdlyoz6 régié kromatin
szerkezetének megvaltozéasa aktivacio, illetve inaktivacio hatisara egyaltalan nem csak a
Drosophilara és a BX-C-re jellemzd kiilonleges jelenség. Eppen ellenkezéleg, valojaban
az aktiv transzkripcio, illetve gének kikapcsolddasa (,.silencing”) altaldban szorosan
Osszefiigg a kromatinszerkezet megvaltozasaval.

Az aktiv és inaktiv promoéterek és mas transzkripcids regulator szakaszok kozti
kiilonbséget egyre jobban megismertiik, azt azonban tovabbra sem tudjuk, mi jeloli meg
az embrionalis fejlédés korai szakaszaban az aktivalodott, illetve inaktiv cisz-
regulatorokat, mi teszi lehetdvé a fenntart6 POLYCOMB-TRITHORAX rendszer szdmara
felismerésiiket, minek alapjan, mely fehérjék, hogyan ismerik fel az aktivan, illetve
inaktivan tartandé regulatorokat.

A kromatinszerkezet kutatasdnak 0 fejezetét jelentette az a felismerés, hogy az
alap kromatin struktira elsddleges épitdelemei, a nukleoszémak, illetve a
nukleoszomakat alkotd hiszton fehérjék nemcsak egyszeriien ,,becsomagoljak” a DNS-t,
hanem bonyolult jelzd szerepet is betdltenek. A ,hiszton-kdéd” hipotézis szerint a
nukleoszomakat alkotd (mag, vagy ,,core”) hisztonok N-terminalis, illetve C-termindlis
»farki” régioi kiilonbozd kovalens poszt-transzlaciés mdédosulasokon eshetnek at. Mas
kovalens modositdsok vannak jelen a vizsgalt gének promoterén, ha az adott gén aktiv,
mintha inaktiv; specifikus hiszton modifikaciok jellemzdéek a heterokromatinra, vagy a
muslicaban kétszeres aktivitdssal mikodé him X-kromoszomara. Megindult a kutatas

egyrészt az olyan fehérjék utdn, amelyek képesek a hisztonok kovalens moddositasara,



tehat a kod létrehozéasara, masrészt azok utan, amelyek képesek felismerni, ,,leforditani” a
hiszton kddot, és bizonyos hiszton mddosulatokat specifikusan kotni, majd aktivaciot
vagy repressziot kivaltani.

Ertekezésem a laborunkban izolalt, és altalunk Trithorax-mimic-nek (Trm)
nevezett domindns, trithorax fenotipust mutatd mutans molekularis, immunhisztokémiai,
biokémiai és részletes genetikai analizisét tartalmazza.

A mutans vizsgalata sordn eldszor is azt kivantuk meghatdrozni, melyik az a gén,
amelynek mutacioja felelds a megjelend dominans fenotipusért. A mutacid genetikai és
molekuléris vizsgalatdval kerestiik a valaszt arra a kérdésre, hogy milyen szerepet tolt be
az ¢érintett gén az epigenetikus represszioban, €és a mutans génben milyen molekularis
valtozasok, hogyan vezethettek a tapasztalt fenotipus kialakulasdhoz.

Miutan sikeriilt bebizonyitanunk, hogy az altalunk vizsgalt fenotipus az Enhancer
of zeste génben bekovetkezett pontmutacié kovetkezménye, és alapvetden a tulmikodo
epigenetikus represszid okozza, megprobaltuk azonositani azokat a partner fehérjéket,
amelyek egylittmikodnek a mutdns fehérjével a represszid kialakitasdban. Miutan
bizonyitottuk, hogy a mutans E(z) ™™ fehérje a vad E(2) fehérje ismert partnereit igényli
az epigenetikus represszio kialakitdsahoz, és a mutins fehérje tokéletesen alkalmas a
normalis represszios feladat ellatasara, kutatasi célul tiiztiik ki, hogy megértsiik, miért €s
hogyan okozhat a bekovetkezett E(z)™™ pontmuticié zavart az aktiv és inaktiv cisz-
regulatorok  felismerésében. Ugy gondoltuk, hogy a mutins segitségével
megvalaszolhatjuk azt az igen fontos kérdést, hogy mi lehet az aktiv és inaktiv cisz-

regulatorokat megkiilonboztetd molekularis jel. Azonositani kivantuk azokat a géneket is,



amelyek fehérjetermékei szerepet jatszanak ennek a molekularis jelnek a Iétrehozasaban,
illetve eltavolitasaban.

Az E(2)™ heterozigota mutans fenotipusa minden eddig hasznalt modszernél
érzékenyebben reagdl az epigenetikus represszioban szerepet jatszo fehérjék
mennyiségének megvaltozasara. Ennek alapjan létrehoztunk egy genetikai interakcion

alapuldé mutansizolalasi rendszert. A kifejlesztett E(z)™™

interakcids rendszer segitségével
probaltunk olyan géneket azonositani, amelyek az aktiv kromatindomének
megjeloléséhez sziikséges eddig ismeretlen faktorokat kodolnak, illetve szabalyozzak az
E(2)-fliggd represszio kialakulasat. Az altalunk végzett genetikai interakcios vizsgalatok
valoszintisitették, hogy a vad ENHANCER OF ZESTE fehérje képes a cisz-regulatorok aktiv
allapotat jelz6 valamely foszforilacios jel felismerésére, mely gatolja represszor
funkciojat, mig a mutans fehérje ezt a jelet nem képes tokéletesen felismerni. Célul
tlztik ki, hogy biokémiai modszerekkel is megvizsgaljuk, képes-e az E(z) fehérje
egyaltalan kotddni a hisztonok N-terminalis farki részéhez, illetve kiilonbozik-e a vad és
mutans E(z) fehérje affinitasa kiilonb6z6 kovalens modositasokat hordozd N-terminalis
hiszton peptidek kotésében.

Biokémiailag kivantuk aldtdmasztani azt a genetikai kisérletek altal sugallt
megallapitasunkat, hogy az E(z) fehérje az inaktivicioban homo-dimerként (vagy
multimerként) vesz részt.

Sajat kisérleti eredményeink, illetve homologia vizsgalatok felvetették annak a
lehetdségét, hogy az E(z) fehérje nemcsak bizonyos hiszton modositasok felismerésére,

de esetleg ezek létrehozasara is képes. Be kivantuk bizonyitani, hogy a Drosophila E(z)

fehérje inaktivald szerepe Osszefiigg hiszton-metil-transzferaz aktivitasaval, és az



altalunk vizsgalt pontmuticid nem okoz funkcidvesztést a katalitikus aktivitas
tekintetében.

Kivancsiak voltunk arra, hogy kiilonbozik-e a vad és a mutins fehérje
kotddésének erdssége kiilonbozé kovalens modositdsokat hordozé hiszton H3
fehérjékhez, illetve hogyan befolyasoljak a hiszton H3-on 1évé kovalens modositasok a
vad és mutans E(z) fehérje altal kivaltott metilacio 1étrejottét.

Ossze kivantuk hasonlitani az E(Z)™ fehérje kotdhelyeit a Drosophila
oriaskromoszomakon a vad E(z) fehérje kotéhelyeivel. Kiilonb6z6 hosszisagu,
transzgenikus riportergén konstruktokba épitett régiok segitségével kivantuk pontosabban
térképezni a mutans fehérje tamadaspontjat az iab-7 régioban elhelyezkedé Polycomb
Reaktiv Elemhez (PRE) képest.

A genetikai interakcion alapuld kisérleteink, mesterségesen termelt fehérjék
biokémiai  vizsgilata €s mas ismert, SET-domént tartalmazd  fehérjék
rontgenkrisztallografias szerkezetének ismerete alapjan kivanjuk megmagyarazni milyen

szerepet tOlt be a vad E(Z) fehérje az epigenetikus represszidoban.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Klasszikus genetikai modszerek:
- EMS mutagenezis, Rontgen reverzio,
-mutacios analizis: letdlfazis meghatdrozas, komplementaciod, fenotipusos
interakciok  vizsgalata (adult homeotikus interakciok, zeste-interakciok,
embrionalis nos-szuppresszio),
-rekombinacid, térképezés,
-P-elem ugratéas
Immunologiai, molekularis biologiai és biokémiai modszerek:
-larvalis oriaskromoszoémak immunohisztokémiai festése,
-mutans allélok szekvenalasa,
-klasszikus klonozasi modszerek (DNS tisztitas, restrikcios emésztés, PCR, g¢l
elektroforézis, fragment izolalas, ligalas, transzformalés, kompetens sejt készités,
hibridizalas, in vitro mutagenezis,),
-FLAG-jelolt fehérjék termelése S sejtvonalban, fehérjetisztitas,
-fehérjék in vitro transzlacidja, kotési kisérletek in vitro transzlalt fehérjékkel,
-hiszton-metil-transzferaz aktivitas mérések,
Felhasznalt preparatumok:
-nyalmirigy 6ridskromoszdéma preparatum
-embrionalis kutikula preparatum,
-adult kutikula preparatum
DNS- és fehérje szekvencia dsszehasonlité adatbazisok hasznalata, fehérjeszerkezet

analizis, szovegszerkeszto és grafikus alapa szamitégépes programok



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

- trithorax-jellegli homeotikus fenotipusa alapjan izolaltunk egy 1j, dominans mutaciot: a
Trithorax-mimic (Trm)-et. Megallapitottuk, hogy a harmadik kromoszémahoz kapcsoltan
oroklodik, és nem allélikus egyetlen korabbrol ismert trx-G génnel sem.

- A mutéciot meiotikus rekombinacioval térképeztiik, és komplementaltuk a kapott
térképpoziciot atfedd deléciokkal. Megallapitottuk, hogy az Enhancer of zeste [E(z)] gént
atfedé deléciokkal a Trm mutdcid letdlis, a kiboncolt hemizigdtdkban a szelvény-
transzformaciok iranya azonban ellentétes a funkcidovesztéses E(z) allélok jelenlétében
tapasztalttal. Ezek az eredmények egy funkcionyeréses jellegli E(z) allélra utaltak.

- Rontgen reverzidval bizonyitottuk, hogy a Trm valoban az E(z) gén funkcionyeréses
allélja, hiszen a Trm revertansok fenotipusa minden vizsgalt szempontbol megegyezett a
funkciovesztéses E(z) allélokéval. Az E(z)™™ allél fenotipusa rendkiviil érzékeny volt a
vad E(z) gén dozisanak valtozasaira. Az E(z) 16kusz duplikacioja, illetve extra transzgén
kopia bevitele erds fenotipikus szuppresszor hatassal birt, mig az E(z) gén dozisanak
csokkentése a fenotipust erdsitette. Ennek alapjan megallapitottuk, hogy a mutans fehérje
kompetal a vad E(z) fehérjével, a funkcionyerés tehat nem neomorf jellegii, de nem is
antimorf tipusu, hiszen az allél fenotipusa nem utal a vad funkci6 karosodasara.

- Kimutattuk, hogy a mutans E(2)™ fehérje kotédési mintdzata Drosophila
oOriaskromoszomakhoz nem kiilonbozik a vad E(z) fehérjéétdl. Transzgenikus PRE-t
tartalmazo konstrukciok segitségével bizonyitottuk, hogy az E(z)™ mutacio Aaltal

kivaltott represszid a TRE szakaszok jelenlétét is igényli.
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- Mas funkcidnyeréses E(z) allélok segitségével kimutattuk, hogy a homeotikus gének
inaktivaciojat az E(z) multimer formaban végzi, amelyben a SET-domének interakcioba
lépnek egymassal. Kimutattuk, hogy a gap-gének regulacidja soran hasonlod
kolcsonhatasok alakulnak ki az E(Z) fehérjék kozott.

- Mesterségesen termelt vad és TRM mutans E(z) fehérjék felhasznalasaval sikeriilt in
vitro kotédést kimutatnunk az E(Z) fehérjék SAC-SET-doménjei kozott, ezzel a genetikai
kisérletek alapjan tett el6zetes megallapitasainkat biokémiailag is alatdmasztottuk.

- A mutans allélt megszekvenaltuk és a parentdlis allélhez képest egyetlen baziscserét
taldltunk, amely a 741. arginin aminosav lizinre cserélddését okozta. Homologia
vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az érintett pozicié az E(z) fehérje erésen konzervalt
E(z) homologokban mindig konzervalt arginin, mig az epigentikus aktivator TRX
homologokban konzervalt lizin.

- Eredményeink alapjan felallitottuk egy a hipotézist, amely szerint az E(z)™™ allél olyan
mutans represszort kodol, amelynek inaktivald funkcidja érintetlen, de nem képes
kiilonbséget tenni az aktiv és inaktiv kromatin domének kozott, ezért végiil olyan
régiokat is represszal, amelyeknek aktivnak kéne maradni.

- Az E(2)™™ allél konnyen modosithaté dominans fenotipusat felhasznaltuk egy olyan
genetikai tesztrendszer kidolgozasara, amely alkalmas az E(2)-fliggé represszio
kialakitasaban illetve a kiilonbozd allapoti kromatindomének megjeldlésében részt vevo
fehérjéket kodolo gének azonositasara.

- Megallapitottuk, hogy az E(z)™™ allél fenotipusat a Polycomb-csoportba tartozé ismert

gének altalaban szuppresszaljak. Az E(z)-fehérjével kozvetlen fizikai kapcsolatba 1ép6
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fehérjéket kodold gének pedig kiilondsen erds represszorok. Vagyis a TRM-fliggd
ektopikus represszid ugyanazokat a fehérjéket igényli, amelyek 4altalaban is sziikségesek
a homeotikus gének E(z)-fiiggd epigenetikus inaktivacidjahoz.

- A trithorax-csoportba tartozo mutansok jelenléte a Trm fenotipust altalaban erésitette.
Az ektopikus represszid esélyét kiillondsen megndvelte, ha az aktivaldo rendszer SET-
domént hordozé fehérjéinek (ASH1, TRX) mennyisége csokkent le. Ennek az eredménynek
alapjan kozvetlen kompetici6 tételezhetd fel a kiilonboz6 SET-domént tartalmazo
fehérjék kozott az aktiv kromatin domének allapotanak meghatarozasaban.

- Kimutattuk az AsH1 és a TRX fehérje in vitro kotddését vad és E(z) ™"V fragmentekhez. A
vad és mutans E(z) fehérjék kisérleteinkben nem kiilonboztek a SET-domén interakciok
tekintetében.

- Genetikai interakcios kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy az E(z)-fliggé represszid
kialakuldsa érzékenyen reagél a hisztonok és ezek kovalens modositasara képes fehérjék
mennyiségének megvaltozasara. A hisztonok hiperfoszforilaciojat okozo Su(var)2-1
mutansok és a deacetilaz funkcidji dMi mutansok a fenotipust szuppresszaltak. Hasonlo
hatassal birt a deacetiliz enzimeket blokkolé Na-butirat alkalmazasa. A hisztonok
acetilaciés allapotanak felismerésében azonban a vad és az E(2)™“ fehérje nem
kiilonbozik.

- Genetikai kisérletekben kimutattuk, hogy a sejtmagi PP1 foszfatazt kodolo Su(var)3-6
gén mutacidinak szintén szuppresszor hatdsa van a fenotipusra. Megallapitottuk, hogy a
PP1-fiiggé foszforilacio gatolja a vad E(z) fehérje represszios miikodését, az E(z)™™

fehérje viszont érzéketlen a foszforilacios szintben bekdvetkezd valtozasokra.
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- Azonositottunk két olyan sejtmagi kinaz gént (aur, jil), amelyek mutansai az E(z)™™
allél fenotipusat erdsitették. Mivel ezek a kindzok képesek specidlisan hiszton H3
foszforilaciojara, ezért biokémiai modszerekkel ellendriztiik azt az elképzelésiinket, hogy
a hiszton H3 10. szerin aminosavanak foszforilaciéja az a molekularis jel, amely
meggatolja az E(2)-fiiggd epigenetikus repressziot, de amelyre az E(z)™™ fehérje nem
érzékeny.

- Kimutattuk, hogy mesterségesen, SfO sejtvonalban termelt vad és mutans E(z)™
fehérje egyarant képes specifikusan kotddni a hiszton H3 N-terminalis farki régidihoz, és
ez a kotdédés fiigg a hiszton farkak kovalens modositasaitol. Leger6sebben mindkét
fehérjéhez a 9. lizinen dimetiladlt hiszton H3 N-terminalis peptid kotodott, mig
leggyengébben a 10. szerinen foszforilalt peptid, és ez utobbi esetben a Trm mutécid
jelenléte a kotést csaknem teljesen megsziintette.

- Kimutattuk, hogy az altalunk termelt 273 aminosav hosszusagi C-termindlis vad és
TRM mutans E(z) fehérjéknek in vitro sajat hiszton-metil transzferaz aktivitasuk van.
Oktamer szubsztraton a két fehérje kozel azonos aktivitast mutat, a mutans fehérje
azonban peptid szubsztratokon 30%-kal kevésbé aktiv. Kimutattuk, hogy az aktivitas
mindkét fehérje esetében specifikus a H3 hiszton farok 9. lizin aminosavra és trimetilacio
létrehozéasat is képes katalizalni. Szintén kimutattuk, hogy a 10. szerin aminosav
foszforilacioja mindkét fehérje esetében er6sen csokkenti a metil-transzfer
hatékonysagat, és hogy a mutans fehérje hatékonyabban trimetilal.

- Kisérleteink nagyban hozzjarultak ahhoz, hogy megértsiik, milyen szerepet tolt be az
E(z) fehérje az epigenetikus represszidban és az aktiv és inaktiv kromatin doméneket

megjel6ld hiszton kodnak a felismerésében.
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