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BEVEZETES ES CELKITUZES

Az eukari6ta éllények 6rokitd anyaga kromoszémakra tagolédik. A
kromoszémak anyaga, a kromatin, a DNS mellett fehérjébdl és kis-
mennyiségld RNS-bél épul fel. Szamos kisérleti adat és megfigyelés igazolja,
hogy ennek a nukleoprotein ¢sszetételli anyagnak rendkivil bonyolult, a sejt
élete soran folytonosan valtozé tért;eli szerkezete van. Példaul sejt-
osztédaskor a kromatin rendkivil témér szerkezetli, mely ahhoz sziikséges,
hogy az egyes kromoszémak el tudjanak kuldénulni egymastol. Ettdl eltéréen,
az interfazis alatt a lazabb kromatin-szerkezet az egyes gének mikédését
teszi lehetévé. Valészinl, hogy e két feladat ellatasa mellett a kromatin-
szerkezet azonossaga biztositia azt, hogy a homolég kromoszémak
parosodjanak egymassal a meidzis korai szakaszaban.

A homolég kromoszémak a Drosophila és mas Diptera rovarok testi
sejtjeiben a mitdzis soran is part alkotnak. Ez a kapcsolat az interfazisban is
fennmarad, ami j6l megfigyelheté a muslica nem osztdédo, politén sejteiben

kialakuld 6riaskromoszémak révén. A széleskori citolégiai vizsgalatok soran

kiderult, hogy a parosodas megsziinik a kromoszéma egyes szakaszain, ha



az egyik homoldégon szerkezeti atrendezédések (kromoszoma-mutaciok)
talalhatok. Ezzel egyidében felismerték, hogy egyes mutaciok okozta
fenotipus fugg a homoldég kromoszémak szomatikus parosodasatél. Ezt a
jelenséget transzvekcio-nak nevezik.

A homolég kromoszémak parosodasanak szerepérél és a
transzvekci6 jelentéségérdl alkotott vélemények igen eltéréek. Egyes szerzék
szerint a transzvekci6 alapvetd, kulcsfontossagu folyamat politén sejtekben a
génmiikodés Gsszehangolasaban, diploid sejtekben pedig a transzvekcio a
talélési esély lehet, a ,menté6v” szerepét toltheti be a Iétrejovo
komplementacié révén. Ezzel ellentétben, mas vélemények szerint a
transzvekci®6 nem egy specidlis feladat ellatasara kifejlesztett biologiai
képesség, hanem azért létezik, mert olyan faktorokat hasznal, amelyek
elsédleges szerepe mas, alapveté bioldgiai folyamatokban valé részvétel, a
transzvekcié pedig csak ,melléktermék”. Ez alapjan a parosodas egyik
feladata épp az lehet, hogy kizarja a transzvekciét ott, ahol az karos lenne
(példaul nem adekvat promoterek és enhanszerek kélcsénhatasa esetén). Az
kétségkivul igaz, hogy transzvekciét kimutatni eddig csak akkor sikertlt, ha
legalabb az egyik homolég kromoszéma mutans allélt hordozott. Homozigéta
vad allélok esetében latszélag semmilyen kévetkezménye nincs annak, ha a
homolégok nem parosodnak. Eléfordulhat azonban, hogy az egyes
fenotipusos jellegek nem reagalinak elég érzékenyen a parosodds hianyaban
bekdvetkezd finom génmiikddésbeli valtozasokra. Ezt igazolni latszanak a

leglijabb molekularis vizsgalatok, melyek soran kimutattak, hogy egy adott



gén kifejez6désének mértéke jelentésen lecsokken mindkét homologon, ha a
homolég kromoszémak parosodasa atrendezédések kovetkeztében meg-
gyengil. Ugy tiinik tehat, hogy a normalis szintii transzkripcios aktivitashoz
szikség van a homol6gok parosodasara.

Egyre tébb adat utal arra, hogy a homol6g kromoszémak szomatikus
parosodasa és a transzvekci®é nem kizarélag az ecetmuslica sajatossagai,
hanem noévényekben, allatokban és emberben is el6fordulnak. Ennek
kdszbénhetéen e két biolégiai jelenség okanak megismerése a kutatasok
kézéppontjaba kerult. Az ilyen jellegi vizsgalatokat megneheziti, hogy a
transzvekcié hatdsmechanizmusa kulénbdzé gének esetében mas és mas
lehet (példaul a kromatin-szerkezet oldaliranyu ,tovaterjedése”, az egyik
homolég kromoszéman |évé szabélyézé elem koélcs6nhatdsa a masik
homolégon 1évé promoéter régiéval (un. ,transz-regulacio”), stb.). Emellett
tovabbi problémat okoz, hogy a homol6g kromoszémak parosodasa mind
aktivalé, mind inaktivalé hatast kozvetithet egyazon gén esetében is. A
nehézségek ellenére, alkalmasan megvalasztott kisérleti rendszerben a
homol6g kromoszémak parosodasa és a transzvekcié tanulmanyozasa soran
szamos Uj, altaldanos érvényl ismeretre tehetiink szert az eukariéta gén-
miikddés-szabalyozas és a magasabbrendl kromatinszerkezet tertletén.

Ertekezésem targya egy transzvekcién alapul6 jelenség, melyet mi
mutattunk ki a Drosophila melanogaster egyik un. homeotikus génje, az
Abdominal-B (Abd-B) esetében. ElsGsorban genetikai modszerekkel,

kulénbdzé mutaciok segitségével részletesen tanulmanyoztuk az altalunk



kimutatott  parosodas-fuggé koélcsonhatast az egyedfejlodés két eltérd
stadiumaban, kilénbdz6 szévetekben: az embriondlis mezo- és ektoder-
maban valamint kézponti idegrendszerben (CNS), és az adult kultakaron
(kutikulan). Célként az Abd-B doménben észlelt transzvekcids jelenség

okanak és hatasmechanizmusanak feltarasat tlztuk ki.

MIERT HASZNALNAK ECETMUSLICAT GENETIKAI KISERLETEKBEN?

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) tébb szempontbdl is
idedlis kisérleti allat genetikai vizsgalatokhoz. Valédi soksejtes élélény létére
az élesztbével Osszevetheté méreti a genomja, mely mindéssze négy
kromoszéma-parra tagolédik. Larvalis oriaskromoszémai felbecsiilhetetlen
értéklek citogenetikai vizsgalatokban, mivel ,felnagyitott” finomszerkezetiik
mellett még a homolég kromszdma-parosodast is mutatjdk, melynek
segitségével a kromoszéma szerkezeti megvaltozasai (kromoszéma-
mutaciok) is elemezheték. A rekombinacidt kizaro, tébbszdrés
kromoszomadlis atrendezédések (inverziok) felhasznalasaval kialakitott un.
,balanszer kromoszémdak” és az , ellensulyozott letdlis rendszer”
alkalmazasaval lehetséges az egyes mutacidk koénnyli és egyszerd,
automatikus fenntartasa beltenyésztett vonalakban (térzsekben). A szamos
rendelkezésre allo, ismert térképhelyzetli mutacio segitségével kénnyl egy j,
eddig ismeretlen mutacid pontos genetikai lokalizacidja, azonositasa. A

dominans mutaciok lehetévé teszik egy-egy kromoszéma kévetését feno-



tipus alapjan akar generaciokon keresztul. Mindezen rendkivili genetikai
lehet6ségek mellett, az ecetmuslica nagyon kénnyen kezelhetd is kis (de nem
tul kicsi) mérete, révid generacios ideje, utédainak nagy szama és egyszeri
tenyészthet6sége miatt.

A genetika fejlédése soran egyre inkabb molekularis biologiai
tudomannya valt. Az Uj kovetelményeknek megfelelve, a Drosophila jol
hasznalhaté kisérleti objektum a molekularis szinti vizsgalatokban is.

A legfontosabb érv az ecetmuslica hasznalata mellett az, hogy a
torzsfejlédés soran az alapveté bioldgiai folyamatokban (példaul a sejt
életében, a testfelépités kialakitasaban, a génmiikédés szabalyozasaban)
résztvevd gének szerkezete és mikddése nagymértékben konzervalddott, igy
a Drosophila vizsgalata soran OSszlegijtbtt ismeretek jelentés részét
kiterjeszthetjuk mas él6élényekre is. A szamos, molekularisan is ismert
szerkezetli muslica-gén és a kdnnyen létrehozhatd, an. ,, transzgenikus”
muslicak segitségével fényt derithetink mas, genetikailag nehezebben
vizsgalhatd, kevésbé ismert él6lényekben talalhatdé gének szerepére és
muakodésére is.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az ecetmuslica az egyik
leggyakrabban és legjobban hasznalhaté kisérleti allat genetikai, toxikologiai,

biokémiai és fejl6désbiolégiai kutatasokban.



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A magasabbrendlii eukari6ta-génszabalyozas tanulmanyozasara
kivaléan alkalmas az ecetmuslica bithorax-komplex-e, melynek finom miko-
désbeli valtozasai is jol lathaté homeotikus transzforméaciét okoznak. igy
példaul e génkomplex Abd-B doménjét érinté, dominans Fab-7 mutacié
hatasara a muslicak hatodik potrohszelvénye (A6) hetedikké (A7) médosul. A
transzformacioé annak a kévetkezménye, hogy a Fab-7 mutacié eltavolit egy
kisméretli ,szigetel6” elemet, mely az Abd-B gén két eltérd aktivitasu
szelvény-specifikus szabalyozo eleme, az iab-6 és az iab-7 kozott helyez-
kedik el. Az igy létrejott fuzid révén a normalisan csak az A7-ben aktiv iab-7
mar az A6-ban aktivaloédik, igy az Abd-B gén kifejezédésének mértéke
azonos lesz a két szelvényben. A Fab-7 mutacié hatasa himekben igen
latvanyos: a homozigo6taknak latszélag eggyel kevesebb szelvénye van, mert
az A7 nem képez kutikulat ebben a nemben. A homozigétaktol eltéréen, a
heterozigoétdkban az A6 < A7 iranyud transzformacié csak részleges, a
Fab-7/+ himek hatodik tergitjének (a potrohszelvény hatoldali lemezének) a
mérete korilbelul egynegyedére csdkken a vad hatodik tergithez képest. Ez
alapjan megallapitottuk, hogy a Fab-7/+ heterozigéta himek hatodik
tergitiének mérete és az Abd-B géntermék A6-ban észlelt szintje kozott
forditott aranyossag all fenn. Ezt felhasznalva sikerilt kimutatnunk egy eddig
ismeretlen, a homolég kromoszémak parosodasatél fuggd, transzvekcios

kélcs6nhatast az Abd-B doménben. A kulénb6dz6é mutansok keresztezésébdl



szarmazé felnétt egyedek kutikula-vizsgalata soran megallapitottuk, hogy:

- az iab-7 szabalyoz6 elem aktivald hatasa korlatozott, ami megosz-
lik a cisz- és a transz-helyzet(i Abd-B gén kozoétt azokban a szel-
vényekben, melyekben csak egy aktiv allapotu iab-7 elem és két
parosodoé Abd-B gén talalhatd

- az aktivalé hatas megoszlasa nem egyenlé mértékd, a cisz- helyzeti
Abd-B génre nagyobb hanyad jut

- ha a transz-helyzetli Abd-B gén pontmutéciét hordoz, akkor
parosodas-figgéen, dominansan szuppresszalodik a Fab-7
fenotipus, vagyis e jelenség a transzvekci6 egy esete

- a Fab-7/4bd-B transz-heteroziéétékban az Abd-B mutaciét hordozé
kromoszéman Iévé, a hatodik potrohszelvényben inaktiv, parosodoé
iab-7 elem nem jatszik szerepet az altalunk leirt transzvekciéban,
megléte illetve hianya esetén azonos fenotipust kapunk

- a Fab-7 fenotipus szuppressziéja annak a kdvetkezménye, hogy az
iab-7 elem aktivald hatasabdl a transz-helyzetli 4bd-B génre jutd
rész elvész a mutacié miatt

- a szuppresszio érzékenyen reagal (egy masik homeotikus génben,
az Ubx-ben ismert parosodas-fiiggé kélcsénhatasokhoz hasonléan)
a homoldgok parosodasat gatld kromoszoémalis atrendezédések

jelenlétére



- a szuppresszi6 nem észlelheté azokban a szelvényekben,
melyekben a cisz- és a transz-helyzet(i iab-7 elem is aktiv

- az Abd-B gén 5' végén upstream iranyban deléciét hordozé allélek
eltéré6 mértékben, a delécié6 méretétdl figgéen komplementaljak az
iab-7 elemet eltavolitd deléci6 hatasat

- a komplementacié eréssége novekszik az 5' helyzetli deléciok
méretével az ép iab-7 régié egyre gyengébb cisz-, de ezaltal egyre
er6sebb transz-helyzetl kétédése miatt

- egy Abd-B gén egyidejileg két azonos erdsségi (cisz- illetve
transz-helyzeti) szabdlyozé elemmel is kolcsénhatasba Iéphet,
vagyis az Ubx génhez hasonl6an, az Abd-B gén is hiperaktivalhatd

- az Ubx doménben tapasztaltaktdl eltéréen, az altalunk vizsgalt
mutans-kombinaciok esetében a zeste gén nem befolyasolja a

transzvekciét az Abd-B doménben

Eredményeink arra utalnak, hogy az 4bd-B gén proximalis prométerétél
upstream elhelyezked6 DNS-szakasz rendkiviul fontos szerepet jatszik az
enhanszer hatasu szabalyoz6 elemek rogzitésében. Ez a kdlcsonhatas akkor
s létrejon és fennmarad, ha a transzkripcié iniciaciés helye és a promoter
régio is hianyzik. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a sziik értelemben vett
promoter funkcidé és az enhanszert a gén 5' végéhez rogzité mechanizmus
fizikailag is elkulonitheté egymastél. Megallapitottuk, hogy a rogzitesert

felelés upstream régid tobb kilobazis hosszi, méretétdl flgg a szabalyozd
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régiokkal kialakitott kapcsolat eréssége. Ezek szerint a régzitést végzé
fehérjekomplex szamos elkulénilé elembél tevédik 6ssze, melyek mind részt
vesznek és egylttmikédnek a maximalis erésségi cisz-kapcsolat kialakita-
saban és fenntartdsaban. Valészinl, hogy az elemes felépitésbél adodod
nagyfoku stabilitds miatt az egyszer mar kialakult, teljes mértékben cisz-
helyzetli enhanszer-gén kapcsolat csak részlegesen, kismértékben tud
atépalni transz-helyzetivé egy dinamikus egyensulyi allapot kialakulasa
soran. Feltehetbleg ez lehet az oka annak, hogy az iab-7 aktivalé hatasabdl
nagyobb hanyad jut a cisz-helyzetli 4bd-B génre. Ezek szerint a cisz-
kapcsolat az el6tt alakul ki, hogy a homolég kromoszémak parosodnanak
egymassal. Ezt igazolia megdfigyelésink, miszerint az embrionalis egyed-
fejlédés els6é felében, a mezo- és ekto'aerméban nem mutathatd ki transz-
regulacio, a késébb kialakulé kézponti idegrendszerben viszont igen. E szévet

immun-hisztokémiai vizsgalata soran megallapitottuk, hogy:

- az iab-7 szabalyoz6 elemen kiviul az iab-5 és iab-6 elemek is
képesek transz-regulaciora

- a parosodas-fiiggd kolcsénhatasok a CNS-ben kevésbé érzékenyek
a kromoszémadlis atrendezédések gatldé hatasara, mint az adult
epidermiszben

- amennyiben citolégiailag nem mutathaté ki a homoldég kromo-
szémak parosodasa a nyalmirigy-sejtekben, a CNS-ben akkor is

észlelhetd transz-regulaciéra utald, szabalytalan mintazatu festédés



Igy valészini, hogy az embrionalis CNS-ben két kiilénbéz6, transz-regulacion
alapulé koélcsénhatast mutattunk ki: az egyik figg a nyalmirigy-sejtekben
megfigyelhetd, homolég kromoszéma-parosodastédl, mig a masik latszélag
ettél fuggetlen. Véleményink szerint, az utébbi esetben a transz-regulacio
kialakitasaban fontos szerepet jatszik az iab-7 régi6 és az Abd-B gén 3'
vége kozott elhelyezkedd, kortlbelul tiz kilobazis hosszi DNS-szakasz.
Feltételezziik, hogy a nuklearis kompartmentalizacié révén rendkivil nagy
tavolsag (megabazisok) esetén is képes ez a kromoszdéma-szakasz kélcson-
hatasba Iépni homol6g parjaval, ami biztositja az iab-7 szabalyozé elem és az
Abd-B gén kozott a kell6 kézelséget.

Vizsgélataink a fentiek megallapitasan tul tovabbi, a Drosophila-
genetikaban masok szamara is hasznosithat6é gyakorlati jelentéséggel birnak.

A kisérleti rendszeriinket hasznalva kénnyen lehet izolalni:

- kromoszémdlis atrendez6déseket, melyek egyik toréspontia a
centromer és az Abd-B gén kozé esik

- az Abd-B génen belul pontmutacidkat és a gén 5' végét eltavolitd
deléciokat, illetve lehetéség van ezek egyszerl, gyors, meg-

bizhat6 elkulénitésére molekularis vizsgalat nélkul

Az elébbiek mellett, munkank tovabbi gyakorlati jelentésége lehet, hogy az
altalunk kimutatott transzvekcio segitségével nyomonkovethetjiik az egyes

kromoszémakat embridkban és felnétt egyedekben egyarant, még akkor is,
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ha az adott genotipusban egy extra kdpia bithorax-komplex menekiti, masz-

kirozza az Abd-B mutacidk okozta egyébként dominans fenotipust.

Ertekezésem egy kilénleges génszabalyozasi mod kimutatasarél és
hatasmechanizmusanak feltarasarél szél. Ezt a homolég kromoszémak
parosodasatél flggd, un. transzvekcidés jelenséget az ecetmuslica egyik
homeotikus gén-csaladjaban, a bithorax-komplex Abd-B doménjében
vizsgaltuk a Fab-7 mutacié6 segitségével. A magasabbrendli eukariéta
élélényekben (igy az emberben is) a homeotikus gének hasonlé szerepet
toltenek be a test kialakitasaban, mint a Drosophila esetében, molekularis
szerkezetik is igen hasonld. A transzvekci6 jelensége szintén megfigyelhet6
mas él6lényekben is, nemcsak az ecet';nuslicéra jellemzd, specialis biologiai
folyamat. Ezek alapjan Ggy gondolom, hogy eredményeink egy része
altalanos érvényi lehet, hozzajarulhat az eukaridta génszabalyozas egyes

részleteinek megismeréséhez és megértéséhez.
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