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A magasabbrendl eukariota szervezetekben a génkifejez8dés szabalyozasanak egyik
modja a kromatinszerkezet valtozasai révén valosul meg. Munkacsoportunk ezért a kromatin-
szerkezetet befolyasolo Drosophila gének azonositasat tlizte ki célul. Az egyik lehetséges
megkozelités a pozicio effektus variegaciot (PEV) modosité gének azonositasa, mivel ezek a
heterokromatin-eukromatin atalakulast szabalyozzak. ElsGsorban azokra a PEV mddosito
génekre forditottuk a figyelmiinket, amelyek egyes eukromatikus gének, igy pl. az
egyedfejlédésben fontos, Un. homeotikus gének kifejez6dését is szabalyozzak. Ezzel
parhuzamosan megvizsgaltuk, hogy a homeotikus gének tér- és idéspecifikus mikodése
milyen mértékben figg a kromatin-konformaci6é valtozasaitol. Az alabbiakban vazlatosan

ismertetem az ezekkel a kérdésekkel 6sszefliggd eredményeinket

1. Heterokromatinizaciot befolyasolo Drosophila gének és hatasuk mas

eukromatikus gének kifejezodésére

A 87B kromoszomalis régidban 1évé PEV-szuppresszor gén szervezddése

A pozici6 effektus variegacio jelenségének oka altalaban az, hogy egy eukromatinban
talalhato gén egy kromoszoma-atrendez6dés kovetkeztében a kozponti heterokromatin
kozvetlen szomszédsagaba keriil, és az er6sen kondenzaldodott heterokromatin hatasara a gén
kifejez6dése gatlodik. Ez a gatlo hatas azonban az egyes sejtekben véletlenszeriien érvényesiil,
ezért a gén kifejezOdése a test egészét tekintve mozaikos mintat mutat. Régota ismeretesek
olyan mutaciok, amelyek elésegitik az inaktivaciot (an. PEV enhanszerek, E-var), és olyanok
is (un. PEV szupresszorok, Su-var), amelyek gatoljak azt. Azonositottunk néhany olyan

Su-var mutaciot, amelyek a 87B kromoszomalis régioba térképezddtek (Reuter, G., Bang, R,



Friede, B., Gausz, J., Gyurkovics, H., Hall, LM.C., Spierer, A. és Spierer, P. (1987)
Modifiers of Position-Effect Variegation in the Region from 86C to 88B of the Drosophila
melanogaster 3rd Chromosome. Molecular and General Genetics 210, 429-436). Kideriilt,
hogy ezek egyetlen gén (Su-var(3)6) alléljei, amely azonosnak bizonyult az altalunk korabban
mas modszerekkel azonositott letalis ck19 komplementéciés csoporttal. A 87B régiot
klonoztuk és azonositottuk kiillonb6zd deléciok toréspontjainak helyét a molekularis térképen.
Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a Su-var(3)6 lokusz egy 3 kilobazis hosszi DNS
szakaszon belul helyezkedik el. Munkankkal parhuzamosan Axton és munkatarsai
megfigyelték, hogy a ck19 csoprtba tartozo egyes mutans allélek letalis ill. mitotikus mutans
fenotipusat egy 6.5 kilobazis hosszii DNS szakasz menekiteni képes. Megallapitottak, hogy ez
a DNS fragmentum a fehérje foszfataz 1 Kkatalitikus alegységét (PP1) kodolo gént
tartalmazza.

Ennek ismeretében megvizsgaltuk, hogy a PP1 fehérje génjét biztosan hordozo6 DNS
szakasz segitségével menekithet6-e a Su-var(3)6 mutacio PEV-szuppresszor fenotipusa. Egy
5.8 kilobazis hosszad fragmentumot P-elem transzformacioval bevittiink az egyetlen
homozigota életképes Su-var(3)6 mutans allél genomjaba, és megallapitottuk, hogy a bevitt
DNS szakasz megsziintette a mutans PEV-szuppresszor fenotipusat. A letalis Su-var(3)6
allélek pedig a transzformalo DNS hatasara visszanyerték normalis életképességiiket. Polaris
sejtek transzplantacidjaval igazoltuk, hogy a Su-var(3)6 gén terméke elengedhetetleniil fontos
a csiravonal kialakulasahoz. A kiilonb6z6 mutans allélek esetében vizsgaltuk a PP1 mRNS
mennyiségét €s a foszfataz aktivitast, ill. az egyes allélek larvalis agysejtjeiben a mitozis
folyamatat. Négy vizsgalt allél esetében a mitozisra gyakorolt hatas egyiittjar az alacsony
foszfataz aktivitassal és az er6s PEV-szuppresszor fenotipussal. Két allél esetében viszont nem

talaltunk mitotikus fenotipust és a PEV-szuppresszor fenotipus is viszonylag gyenge ill. a



foszfataz aktivitas is a vad tipushoz kozeli érték. Két masik mutacid esetében nem talaltunk
mitotikus fenotipust, de ezek a mutansok nagyon erds PEV-szuppresszornak bizonyultak és
foszfataz aktivitasuk is nagyon alacsony. Az utobbiakrol feltételeztiik, hogy ezek az enzim
szubsztrat specifitasat befolyasoljak és amig a mitotikus funkciohoz sziikséges szubsztratok
normalisan defoszforilaloédnak, addig a PEV-ben fontos szerepet jatszo szubsztratokra ez nem
érvényes. A PPl fehérje szubsztratspecifitasa valoszinlileg elég széles és genetikai
kolcsonhatas alapjan az egyik szubsztrat egy masik Su-var gén terméke, a Su-var(3)7 fehérje
lehet. A Su-var(3)6 génr6l osszefoglaloan megallapitottuk, hogy nem egy strukturalis
heterokromatin-specifikus fehérjét kodol, hanem egy vagy tobb ilyen elem aktivitasat modosito
enzimet (Baksa, K., Morawietz, H., Dombradi, V., Axton, M., Taubert, H., Torok, I.,
Udvardy, A., Gyurkovics, H., Szo6r, B., Glover, D., Reuter, G. és Gausz, J. (1993)
Mutations in the Protein Phosphatase 1 Gene at 87B Can Differentially Affect Supression of

Position-Effect Variegation and Mitosis in Drosophila melanogaster Genetics 135, 117-125.).

Eukromatikus gének kifejezddését befolyasold6 PEV-enhanszer 16kuszok

Az elmult évek folyaman kisérletet tettiink arra, hogy olyan géneket azonositsunk,
amelyek nemcsak a heterokromatinra, hanem eukromatikus gének kifejezddésére is hatnak.
Ugy gondoltuk, hogy ezek olyan gének lehetnek, amelyek terméke a kromatinszerkezetet
nemcsak altalaban befolyasolja, hanem a génkifejez6dés szabalyozasaban is részt vesz.
El6szor 4 olyan fliggetlen PEV-enhanszer lokuszt azonositottunk, amelyek egyuttal a
homeotikus Antennapedia és bithorax géncsaladok kifejezGdését befolyasoljak. Ezeket
genetikailag jellemeztik és megallapitottuk, hogy a homeotikus gének kifejezOdését

kiilonb6z6 mértékben modositjak .



Ezekre az eredményekre tdmaszkodva az ellenkezd iranyban is elindultunk, kerestiink
olyan mutacidkat, amelyek nem tartoznak a 2 nagyobb homeotikus géncsaladba (a home6tikus
gének szerepének mikodésésének részletesebb leirasat lasd késébb), mégis homeotikus
mutans fenotipusuak, és egyuttal befolyasoljak a PEV-t is. Az egyik ilyen mutacié egy olyan
P-elem inszercio, amely gyenge Ubx fenotipust eredményez. Ismert tény, hogy a homeotikus
gének normalis miikodésének folyamatos fenntartasahoz a Drosophila esetében 2 nagyobb
géncsoport tagjai is sziikségesek. A Polycomb csoportba tartozé gének mutacioja jellegzetes
"gain of function" fenotipust okoz, azaz a cisz-regulator elemek megvaltozott aktivitasanak
hatasara a homeotikus gének azokban a testszelvényekben is kifejez&dnek, amelyekben
normalis korilmények kozott inaktivak. A fenotipus szintjén ez azt jelenti, hogy egy
testszelvény morfologiailag az utana kovetkezé szelvényre hasonlit. A trithorax csoportba
tartozo gének mutacidja ezzel szemben azt eredményezi, hogy a homeotikus gén aktivitasa egy
adott testszelvényben lecsokken és ennek a kovetkezménye egy "loss of function"
(funkcidvesztéses) fenotipus, azaz egy szelvény morfoldgiailag az elGtte talalhatd szelvényhez
lesz hasonlo6 (részletesebben lasd alabb). Az altalunk azonositott inszercids mutacio fenotipusa
alapjan az utobbi csoportba tartozik €s ezért a gén a Trithorax-like (Trl) nevet, a mutans allél
pedig a Trithorax-like"’* (Irl”°) nevet kapta.

A mutaciét in situ hibridizacioval a 70F1,2 sé\;ra térképeztilk. A homozigota
allapotban  gyengén életképes é€s nOstény-steril mutacid jellegzetes homeotikus
transzforméaciokat mutat. Igy példaul az 5.potrohszelvény a 4.potrohszelvényre, mig a
6.potrohszelvény az 5. potrohszelvényre emlékeztet. Tovabba a mutacié heterozigota
formaban jelentds mértékben erdsiti az Ubx mutacid fenotipusat. Megvizsgaltuk a 7r/"°° PEV

modositd hatasat is. Ennek eredményeként kideriilt, hogy a mutacié erés PEV-enhanszer.



Az inszercios mutacid lehetévé tette, hogy egyrészt a gént molekularisan klénozzuk,
masrészt pedig a transzpozon mobilizalasaval Gjabb mutansokat allitsunk elé a Trl 16kuszban.
Azokban az esetekben, amelyekben a transzpozon pontosan vagodott ki, az allatok fertilissé
valtak, megsziintek a homeotikus transzformaciok és a PEV-enhanszer fenotipus is. Pontatlan
kivagodas esetén viszont a PEV-enhanszer fenotipus megmaradt és ezen mutansok egy része
elvesztette homozigodta életképességét.

Ezzel parhuzamosan a P-elem proba segitségével sikertilt a gént klonozni és cDNS-ét
is 1zolalni. A cDNS szekvenciat adatbank szekvenciakkal Osszehasonlitva kideriilt, hogy a
cDNS a mar mas modszerekkel azonositott GAGA-faktor fehérjét kodolja. (A GAGA faktor a
nevét a kotohelyére jellemzd bazissorrendrél (GAGAG) kapta) A pontatlan kivagodas
kovetkeztében létrejott mutansok egy részében azt talaltuk, hogy a gén 5' végén keletkezett
kisebb-nagyobb méretli delécio, ezért minden valoszinliség szerint a GAGA faktor teljes
hianyat okozzak (Farkas, G., Gausz, J., Galloni, M., Reuter, G., Gyurkovics, H. és Karch, F.
(1994) The Trithorax-like Gene Encodes the Drosophila GAGA Factor. Nature 371,
806-809).

A tipikus eukariotak genomjanak nagy része erésen kondenzalt allapot nukleoprotein
struktira. Felmeril a kérdés, hogy a kulonb6zd RNS polimerazok és az ezek aktivitasat
szabalyoz6 kulonféle fehérjemolekulak hogyan talalnak maguknak utat a célszekvenciaikhoz?
Az egyik lehetséges valaszt erre a kérdésre az a felismerés adja meg, hogy az egyes gének
szabalyoz6 szekvenciai legtobbszor nukleoszoma-mentes szakaszokon talalhatok. Ezek a
szakaszok viszonylag konnyen kimutathatéak, mivel kiillonb6z6 nukleazokkal szemben
hiperszenzitivek. A promoterekkel és egyéb szabalyozo régiokkal kapcsolatba hozhato
nukleaz-hiperszenzitiv régiok durvan két csoportba oszthatok. Egy résziik "konstitutiv", azaz

kimutathatoak attol fliggetleniil, hogy a kapcsolodo gének aktivak vagy sem. Erre a tipusra



példaként a h6-sokk gének emlithetSk. Mas résziik eredetileg nukleoszomakkal asszocialtak és
csak a gén aktivalodasanak folyamata soran képzddnek valamilyen modon. Ilyen pl. az
MMTYV virus gén. A nukleaz hiperszenzitiv régiok kialakulésénak mechanizmusa azonban alig
ismert. A "konstitutiv" hiperszenzitiv helyek esetében kézenfekvG az a feltételezés, hogy
kozvetlenul a replikaciot kovetden bizonyos fehérjék a DNS-hez kotédve megakadalyozzak a
nukleoszomak kialakulasat az adott szakaszon. Azokon a promotereken, amelyek az
indukcioval kapcsolatban atalakulnak, a nukleoszomak aktivan at kell helyez6djenek. Mindkét
esetben fel kell tételezziik olyan specifikus fehérjék 1étét, amelyek képesek a nyilt
kromatin-konformacié kialakitasara. A GAGA-faktor jelenleg az egyetlen olyan fehérje,
amelyrdl bizonyitottak, hogy a DNaz hiperszenzitiv helyek kialakulasahoz elengedhetetleniil
sziikséges. Fontos szerepet jatszik a korai egyedfejlédést szabalyozd gének koziil azoknak a
kifejez6désében, amelyek promoter szakaszaiban GAGA-faktor kotGhelyek talalhatok.
Munkacsoportunk izolalt mutansokat el6szor erre a kromatin szerkezet kialakitasaban
fontos génre és az izolélf mutansok elvileg lehetové teszik, hogy részleteiben is megvizsgaljuk
az egyedfejlédésben ill. a GAGA-faktor kotShelyet hordozo gének szabalyozasaban betoltott
szerepét. Nehézséget jelent azonban ebbdl a szempontbol az a koriilmény, hogy az ecetmuslica
nosténye a petéket feltolti minden olyan géntermékkel, igy a GAGA faktorral is, amely az
egyedfejlédés korai stadiumaiban sziikséges. Ezért a genotipusukra nézve homozigota mutans
egyedek az életiik korai szakaszaiban nem viselkednek mutansként, hiszen rendelkezésiikre all
az anyatol szarmazé vad géntermék. Ennek a problémanak részbeni kikiisziibolésére adott

lehet3séget az eredeti Trl"c

mutacionak az a tulajdonsaga, hogy ha kis szamban is, de
homozigoéta allapotban talél. A homozigdta nGstények petét is raknak, amelyek azonban az

embrionalis fejlodésik vége elbtt feltétlentl elpusztulnak. Ennek oka feltehetdleg az, hogy a

mutans anyak mutans géntermékkel toltik fel a petéiket. Ezt a feltételezést sikeriilt igazolnunk



(Bhat, K.M.,, Farkas, G., Karch, F., Gyurkovics, H., Gausz, J. és Schedl, P. (1996) The
GAGA Factor Is Required in the Early Drossophila Embrio Not Only for Transcriptional
Regulation But Also for Nuclear Division. Development 122, 1113- 1124). Kimutattuk, hogy
a Trl"° ndstények nagyrészt a normalisnal joval rovidebb GAGA faktor RNS-t termelnek. Kis
mennyiségben a normalisnak megfelel6 hosszisagii RNS is képzédik. Ezeknek a mennyiségi
viszonyoknak az a kovetkezménye, hogy a legtobb 7r/'°° anyatdl szarmazé embridban
ellenanyaggal nem mutathaté ki GAGA fehérje. Ezek az embriok az egyedfejlédés kezdeti
lépései utan elpusztulnak. Azokban az embriokban, amelyek az el6z6 csoporthoz képest
tovabb jutnak a fejlédésben, azt tapasztaltuk, hogy a GAGA fehérje rendkiviil egyenlétlentil és
véletlenszerlien oszlik el. Mig néhany sejtben meglehetdsen magasnak talaltuk a GAGA faktor
szintjét, mas sejtekben gyakorlatilag nem volt kimutathato6 a fehérje. Bar ennek az egyenl&tlen
eloszlasnak a magyarazatat nem ismerjik, arra mindenesetre lehetdséget nyujtott, hogy a
GAGA faktor viszonylagos hianyanak illetve jelenlétének kovetkezményeit egyazon
szervezeten bellul tanulmanyozhassuk.  Megallapitottuk, hogy azok a gének, amelyek
promoter-régidjukban GAGA kotbShelyeket tartalmaznak, a varakozasnak megfeleléen nem
fejez8dnek ki azokban a sejtekben, amelyekben a GAGA faktor mennyisége alacsony. Varatlan
volt viszont az a megfigyelésink, hogy GAGA faktor hianyaban a mit6zis folyamata is
stlyosan sériil. Igy példaul a homolég kromoszomak gyakran nem valnak szét, kromoszoma
hidak képzédnek az anafazis soran az egyenlitéi sikban, végiil egyes kromoszomak
fragmentalédnak. Mas esetekben megindul a mitozis anélkil, hogy a kromoszomak
megfeleléen kondenzalodtak volna. Ezeket a jelenségeket Osszefuggésbe hoztuk azzal a
megfigyeléssel, hogy a GAGA faktor a teljes sejtciklus folyaman kapcsolatban marad két,

jellegzetes bazissorrendi szatelit szekvenciaval a kézponti heterokromatinban.



2. Izolator szakaszok a homedtikus bithorax komplexben

Az ecetmuslica testét, mint minden rovarét, szelvények alkotjak. Minden egyes
szelvény alaktani jellegzetességei kisebb-nagyobb mertékben eltérnek a tobbiekétdl. Ezeket a
szelvényekre jellemzd kiilonbségeket az un. homeotikus gének alakitjak ki. A homeodtikus
gének a genom két kiilonbozd helyén csoportosulva homeoétikus génkomplexeket alkotnak,
amelyek kozil az Antennapedia komplex a kozéptortol el6rébb, mig a bithorax komplex
(Bx-C) a kozéptortol hatrébb elhelyezkedd szelvények morfologiai tulajdonsagait hatarozza
meg. A Bx-C-ben minddssze harom, DNS-ko6té (Un. homeodomént tartalmazd) fehérjét
kodolo gén (Ultrabithorax, abdominal-A és Abdominal-B) talalhat6, ami elsé pillantasra
meglepd, hiszen az utotor és kilenc potrohszelvény, Osszesen tiz szelvény alaktani és

miikodésbeli kiilonbségeinek a kialakulasahoz sziikséges (lasd abra).
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A bithorax-komplex szerkezete, szelvényspecifikus szabalyozas, mutaciok a Bx-C-ben

A folytonos vonal a BX-C-nek megfeleld 300 kb hosszi DNS-szakaszt jelképezi. Felette az egyes
szelvényspecifikus szabalyozo elemek, alatta a harom fehérjekddolo transzkripcids egység talalhaté. H a
homeodoménnek megfelelé homeobox-szekvencidkat, a nyilak téréspontokat, a vizszintes vonalak deléciokat, a
haromszogek pedig inszerciokat jeldlnek.



Ez a latszolagos ellentmondéas akkor valik érthetdvé, ha jellemz8 példaként vazlatosan
attekintjuk az Abdominal-B (Abd-B) gén miikodését és - ezzel osszefliggésben - szerkezetét.
Az Abd-B gén altal kodolt kilonbozd fehérjék két csoportba oszthatok, amelyek koziil az
egylk (ez a csoport haromféle, egymastol kissé eltéré fehérjét foglal magaban) csak a
kilencedik, mig a masik, amely egyetlen fehérjét tartalmaz, az S. - 8. potrohszelvények
meghatarozasahoz szitkséges. Ez utobbi (ill. a neki megfelel6 RNS) azonban a kiilonb6zd
szelvényekben nem egyforma mennyiségben talalhatdo meg: az 6todik potrohszelvényben csak
egészen kicsi, a hatodikban, hetedikben és nyolcadikban egyre novekvé mennyiségben
mutathat6 ki. (A negyedik és az ennél is elorébb elhelyezked6 potrohszelvényekben egyaltalan
nincs Abd-B géntermék, itt az abdominal-A hatarozza meg a szelvények tulajdonsagait). Ebbdl
kikovetkeztethetd, hogy ennek a négy szelvénynek a jellegét az Abd-B géntermék mennyiségi
kulonbségei hatarozzak meg. Ezek a kiilonbségek ugy alakulnak ki, hogy minden egyes
szelvényben egy arra a szelvényre nézve specifikus cisz-regulator elem szabalyozza az Abd-B
gént: az otodik potrohszelvényben (AS) az infraabdominal-5 (iab-5), az A6-ban az
infraabdominal-6 (iab-6), stb. Ha pl. az iab-7 -ben bekovetkezett delécio hatasat vizsgaljuk
(homozigota allapotban), azt tapasztaljuk, hogy az A7-ben az Abd-B RNS/fehérje mennyisége
visszaesik arra a szintre, amely az A6-ra jellemz8, mikozben sem az utobbi szelvényben, sem a
nyolcadik potrohszelvényben (A8) nem valtozik a géntermék mennyisége. Ennek megfelelGen
a deléciot homozigota allapotban hordozoé allatokban az A7 hatodik potrohszelvénnyé alakul
at, mig a tobbi szelvény valtozatlan marad. Az egyes cisz-regulator elemek meglepGen
nagymeéretiliek, atlagosan kb. 20 kilobazis hossziiak. Az egész bithorax komplexben 0sszesen 9
ilyen cisz-regulator talalhato (a 9. potrohszelvényre nézve specifikus szabalyozo elemet még
nem azonositottak). Ezek a nagyméretli szabalyoz6 régiok ugyanolyan sorrendben kovetik

egymast a kromoszoman, mint az altaluk meghatarozott szelvények a test hossztengelye



mentén. A kozéptortdl hatrafelé haladva minden egyes szelvényben ujabb regulator szakasz
keriil aktiv, mikodoképes allapotba, és szabalyozza valamelyik gén (Ubx, abd-A, vagy Abd-B)
kifejez6dését.

Ha a szelvényazonossagot meghatarozott sorrendben elhelyezkedd szelvényspecifikus
cisz-regulatorok aktivitasa hatarozza meg, hogyan szabalyozza egy adott cisz-regulator a
génkifejez6dést anélkiil, hogy befolyasolna a szomszédos szabalyozd régiok miikodését? A
valaszt erre a kérdésre két Uj tipusu, cisz-hatasi elem, az Mcp és a Fab-7 szerepének
vizsgalata adhatja meg (Gyurkovics, H., Gausz, J., Kummer, J. és Karch, F. (1990) A New
Homeotic Mutation in the Drosophila Bithorax Complex Removes a Boundary Separating
Two Domains of Regulation. The EMBO Journal 9, 2579-2585). Az Mcp az iab-4 és iab-5
kozott, mig a Fab-7 az iab-6 és az iab-7 kozott helyezkedik el. Szemben azzal a "funkcio
vesztéses" ("loss of function") fenotipussal, amely a kiilonb6z6 cisz-regulator elemeket érint6
mutaciok kovetkezménye, az ezekben a régiokban bekovetkezett deléciok az ellenkezd
eredményre vezetnek, un. "funkcionyeréses" ("gain of function") fenotipust eredményeznek; az
érintett szelvény ahelyett, hogy a kozvetleniil el6tte elhelyezkedd szelvényhez valna hasonlova,
a kozvetlenul utana talalhatd szelvényre emlékeztet. Példaul az Mcp régioban bekovetkezd
deléci6  hatasara a  negyedik  potrohszelvény  alaktani  sajatsagait  tekintve
megkiilonboztethetetlenné valik az 6todiktél (az A5 ugyanakkor valtozatlan marad). Ugy
latszik, hogy ez a fenotipus annak a kovetkezménye, hogy az iab-5 cisz-regulator régio
aktivalodik a negyedik potrohszelvényben, ahol normalisan az iab-4 mikodik. A Fab-7
régioban bekovetkezett delécid a hatodik potrohszelvényt alakitja hetedikké. Ebben az esetben
a szelvényazonossag megvaltozasa az iab-7-nek a hatodik szelvényben valo aktivalddasanak
tulajdonithat6, ahol normalis korilmények kozott az iab-6 szabalyozza az Abd-B

kifejez6dését.
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Az iab-7-nek a hatodik potrohszelvényben vald aktivalodasanak feltétele, hogy az
iab-6 és az iab-7 kolcsonhatasba 1épjenek egymassal. Ezt igazolja, hogy a Fab-7 dominans,
"funkcionyeréses" fenotipusa megsziintethetd egy masodik mutacioval, amely akar az
iab-6-ot, akar az iab-7-et mikodésképtelenné teszi. Hasonlo egyiittmiikodés sziikséges az
iab-4 és az iab-5 kozott annak a fenotipusnak a kialakulasahoz is, amely az Mcp régiot
eltavolitd deléciokhoz kapcsolodik. Ezek a felismerések vezettek ahhoz a nézethez, hogy az
Mcp és a Fab-7 mutaciok cisz-regulator régiok "izolator" elemeit ("hatarolé szakaszait")
azonositjak. Eszerint a nézet szerint izolatorok biztositanak azt, hogy a bithorax komplexben
a kilonbozd cisz-regulator domének autondém egységként mikodhessenek.

Szamos modell sziiletett azzal a céllal, hogy a bithorax komplex harom génje
kifejez6désének nagy és komplex cisz-regulatorok altal torténd szelvényspecifikus
szabalyozasat magyarazza. Az altalunk javasolt modell ezekbdl tartalmaz néhany elképzelést
és kisérletet tesz arra, hogy beillessze az eddigi eredményeinket. Modelliink szerint minden
egyes cisz-regulator autonom modon szabalyozza egy meghatarozott szelvényben a megfeleld
homeotikus gén kifejez6dését. Minden cisz-regulator egyedi kombinacioban tartalmazza a
gatlo hatasu "gap"-, és az aktivalo hatasa "pair-rule" gének termékeinek célszekvenciait,
amelyek végs6 soron meghatarozzak az egyedfejlodés korai szakaszaban a megfeleld
szelvényspecifikus kifejez6dési mintazatot. Mivel a gap- és pair-rule gének csak atmenetileg
fejez6dnek ki az embri6 fejlddésének korai szakaszaban, a cisz-regulatorok aktiv illetve inaktiv
allapotanak fenntartasarol az egyedfejlodés tovabbi szakaszaiban egy masik mechanizmus
gondoskodik. Ez a mechanizmus a Polycomb és a trithorax csoport génjeit foglalja magaba.
Az els6 csoportba tartozo gének formailag "negativ regulator"-ként miikodnek, és a csoportba
tartozo gének inaktivacidja a Bx-C génjeinek kisebb-nagyobb mértékben vald derepresszidjat

eredményezi. A trithorax csoport ellenkezd elGjelii hatast gyakorol a komplexre. Ezek a gének
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olyan fehérjéket kodolnak, amelyek sziikségesek a Bx-C normalis kifejez6déséhez, és
mutaciojuk a komplex génjeinek aktivitasat jelent6sen- csokkentheti. Bar miikodésiik
valosagos mechanizmusa egyelGre teljesen ismeretlen, néhany Polycomb és trithorax
csoportba tartozd génrdl feltételezik, hogy azaltal jatszanak donté szerepet a
bithorax-komplex szelvényspecifikus kifejez6désének fenntartasaban, hogy kialakitjak a
kulonbozd  cisz-regulator domének stabil, sejtrél-sejtre atadodd inaktiv ill.  aktiv
kromatin-konformaciojat (az "imprinting"-nek egy sajatos formajat).

Szerencsés véletlennek koszonhetéen izolaltunk egy olyan mutaciot, amelyet egy
Lac-Z riporter gént tartalmazé P-elemnek a Fab-7 régié kozvetlen kozelébe, de még az iab-7
cisz-regulator elemen belal valo beépilése okozott (Galloni, M., Gyurkovics, H., Schedl, P.
és Karch, F. (1993) The Bluetail Transpozon - Evidence for Independent Cis-Regulatory
Domains and Domain Boundaries in the Bithorax Complex. The EMBO Journal 12, 1087-
1097). Az inszercidban lévé riporter gén viselkedése pontosan tikrozi az iab-7
allapotvaltozasait €s lényegében igazolja modelliink helyességét. A lac-Z kifejez6dése az iab-7
cisz-regulator doménben talalhatd enhanszer elemektdl fiigg, de nem fliigg a szomszédos
szakaszokban elhelyezkedd iab-5, iab-6 és iab-8,9 cisz-regulator doménektdl. Southern
analizissel bizonyitottuk, hogy az inszercio helye az iab-7 cisz-regulator domén proximalis
sz€lén, a Fab-7 izolator szakasz kozvetlen szomszédsagaban talalhat6. A transzpozon
mobilizalasaval kisméreti deléciokat hordozé torzseket allitottunk eld, amelyek kozil az
inszerciotol disztalisan es6 deléciok megsziintették az iab-7 regulator funkciot. Ezzel szemben
azt tapasztaltuk, hogy az inszerciotol proximalisan elhelyezkedd szekvencidk delécidja
megsziintette a Fab-7 izolator szakasz mikodését. Tobb kisméreti deléciot izolaltunk,
amelyek teljesen vagy részlegesen inaktivaltak az Fab-7 izolator szakaszt. Ezekben a

mutansokban az iab-7 cisz-regulator aktivalodik a 11.paraszegmentben, amelyikben
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normalisan csak az iab-6 cisz-regulator elem miikodik. A Fab-7 szakasz kromatin-szerkezetét
jellemeztiikk €s megallapitottuk, hogy tobb nukleaz-hiperszenzitiv helyet tartalmaz. Ezek a
nukleaz-hiperszenzitiv régidk mar az embrionalis egyedfejlédésnek abban a korai szakaszaban
megfigyelhetSk, amikor a bithorax komplex kifejez6dési mintazata meghatarozodik, de a
hiperszenzitivitas ezeken a szakaszokon akkor is megmarad, amikor a komplex szabalyozéasa
az iniciaciorol a fenntartasra valt. Kisérleteink azt igazoljak, hogy a bithorax-komplex
cisz-regulator elemei fliggetlen egységeként funkcionalnak és ezeket az Fab-7-hez hasonld
izolator szakaszok kulonitik el egymastol.

Az Mcp és Fab-7 izolator funkciohoz sziikséges szekvenciak pontosabb térképezését is
elvégeztiik (Karch, F., Galloni, M., Sipos. L., Gyurkovics, H. és Schedl, P. (1994) Mcp and
Fab-7: Molecular Analysis of Putative Boundaries of Cis-Regulatory Domains in the Bithorax
Complex of Drosophila melanogaster. Nucleic Acids Research 22, 3138-3146). Ennek
érdekében Gjabb Mcp mutaciokat izolaltunk. Ezek  molekularis térképezése alapjan
megallapitottuk, hogy az Mcp funkcidhoz elegendd egy 417 bazispar hosszii DNS szakasz .
Ez a szakasz tartalmazza a legfontosabb DNaz-hiperszenzitiv régiot és a masodlagos
hiperszenzitiv helyek egyikét. Az 0j Fab-7 mutaciok molekularis analizise alapjan ez az
izolator szakasz egy 800 bazispar hosszi DNS szakaszra térképezhetd, amely szintén tobb
DNaz hiperszenzitiv régiot tartalmaz. Az Mcp és Fab-7 izolatorok kozott tobb hasonld
szekvenciaju szakaszt talaltunk.

Annak érdekében, hogy konnyebben felismerhessiik a Fab-7 région belil a mikodés
szempontjabol fontos szakaszokat, a régiot megklonoztuk egy tavolabbi rokon muslica fajbol,
a Drosophila virilis-bdl is. Meglepetésiinkre kideriilt, hogy ebben a fajban a Fab-7 régi6 a
kromoszémanak nem ugyanarra a helyére térképezddik, mint a mar ismert helyzetli Ubx gén.

Tovabbi DNS probak segitségével megallapitottuk (Von Allmen, G., Hogga, 1., Spierer, A,
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Karch, F., Bender, W., Gyurkovics, H. és Lewis, E.(1996) Splits in Fruitfly Hox Gene
Complexes. Nature 380, 116), hogy a bar a Drosophila virilis-ben a home6tikus géncsalad a
D. melanogaster-hez hasonloan ketté osztott, a két fajpan a hasadas kiilonb6z6 helyen
tortént. EbbSl kovetkezik, hogy a két faj kozos Gse a homeotikus géneket az allatvilag 6sszes
tobbi tagjahoz hasonldan egyetlen génkomplexként hordozta. Tovabbi kovetkeztetésiink, hogy
az a szelekcios mechanizmus, amely jelenlegi ismereteink szerint minden mas allatcsoportban a
homeoétikus génkomplexet egyben tartotta, a muslicakban megsziint mikodni. Megfigyelésiink
varhatoéan hozzajarul annak a felderitéséhez, hogy a génkifejez6dés szabalyozasanak milyen
részletei indokoljak a homeotikus géneknek egyetlen kemplexként vald fenntartisat a

legkiilonboz3bb szervezetekben.
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