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ALTALANOS BEVEZETES ES CELKITUZES

1. ALTALANOS BEVEZETES ES CELKITUZES

A magasabbrendli eukaridta szervezetek kozos jellemzdje az egyedfejlodés sordn
1étrejovo, majd az egyes szovetekre, szervekre jellemz6 mintdzatban fenntartott differencialis
génexpresszid. Az eukaridta szervezet minden egyes sejtjében jelenlévd azonos genetikai
informacié a petesejt megtermékenyitése utdn, a sejtosztédasok sordn keletkezd diploid
utddsejtekben kiilonb6z6 modon hasznélédik fel. A kiilonbozo sejtek fejlodési programjuknak
megfeleloen a rendelkezésiikre 4116 azonos készletbdl més és mds géneket mikodtetnek vagy
kapcsolnak ki; a sejtvonal-specifikus génkifejez6dési mintdzat kialakuldsa a génexpresszid
epigenetikus determindcidjdnak folyamata. A determindl6édds megel6zi a morfoldgiai
kiillonbségek kialakulésat, és ha a determinacio hibds, a fejlddésben zavarok 1épnek fel. Mivel
a bekapcsolt gének 4ltal termelt fehérjék mindsége és mennyisége szabja meg a szervezetben
a kiilonféle fejlodési utakat vélaszté egyes sejtek miikodését €s azok egymadssal vald
kolcsonhatdsait, ezért a génexpresszid epigenetikus determinédcidjdnak vizsgilata a
fejlédésbioldgia kdzponti feladata.

Mi alakitja ki és 6rzi meg a megtermékenyités utdn osztddni kezdo sejtek identitasét, a
kiillonboz6  sejttipusokra, szovetekre jellemzd egyéni génkifejez6dési mintdzatot? A
génexpresszid epigenetikus determindcidjanak a 1étrejottéhez sziikséges a determindciot
kialakité korai morfogén faktorok megfeleld eloszldsa és a mukddési mechanizmusukat
biztosito jeldtviteli utak épsége, a megodrzddéséhez pedig elengedhetetlen a gének aktiv és
inaktiv allapotdnak fenntartdsat biztositd rendszer stabil mukodése. Az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) kiilonosen hasznos modellorganizmusnak bizonyult az
epigenetikus determindci6 folyamatdban résztvevo fehérjéket kodolé gének azonositasdhoz. A
késobbiekben kideriilt, hogy mig a kiilonbozd szovetek, testtdjak kialakitdsdért felelos

faktorokat és jeldtviteli utakat a szertedgazd sokféleség jellemzi, addig az epigenetikus
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determinédciét konzervdldé faktorok homoldgjai megtaldlhatok minden magasabbrendi
eukaridtdban, sot a génaktivitdsi mintazat fenntartdsdnak alapmechanizmusa is hasonlo.

A megtermékenyitett Drosophila melanogaster petében a legkordbbi sejtsors
determinécidt tobb, anyai eredetli morfogén gradiens hozza 1étre. A lokalisan hatd, anyai
eredetl transzkripcios faktorok eltérd koncentracidja a fejlddé embrid anterior és poszterior,
illetve hati és hasi részén eltér6 mintdzatban kapcsolja be a gap-, pair-rule és a szegment
polaritdsi géneket. A zigotikus - a korai embridgenezis sordn csak rovid ideig jelenlévd
faktorok - differenciélis expresszidja a homeotikus gének szelvényspecifikus kifejez6déséhez
vezet. A homeotikus gének azon konzervilt, az egyedfejlodés folyamén kordn bekapcsolddo,
és mindvégig szelvény-specifikusan expresszaloddé mestergének, transzkripcids regulatorok,
melyekrdl termel6dd fehérjék minden egyes szelvényben kiilonb6zd mindsége, illetve
mennyisége, a realizator gének szintjének bedllitdsdn keresztiil, végsd soron az egyedi
szelvénymorfoldgia kialakuldsdhoz vezet.

A Drosophila melanogaster esetében a testszervezddést befolyasold f6 homeotikus
gének két génkomplexet alkotnak: az Antennapedia-komplex (ANT-C) a fejtdl a kozéptorig,
mig a bithorax-komplex (BX-C) a kozéptortdl hatrafelé elhelyezkedd szelvények
identitdsanak meghatdrozasaért felelés. A BX-C harom homeotikus gént kodol. A harom
homeotikus gén a komplex hatdsa alatt 4ll6 kilenc szelvény identitdsat nagy kiterjedési,
bonyolult, szelvényspecifikus cisz-regulétor elemek segitségével képes meghatidrozni. Minden
egyes szelvényben egy 1j, az adott szelvényre specifikus cisz-reguldtor elem kapcsol be, és
keriil nyilt kromatinkonformécidba, ez teszi lehetdvé, hogy vagy djabb homeotikus gén
aktivdlodjon, vagy az el6z0 szelvényben is expresszdlddé homeotikus gén szintje az djabb
szelvényben megemelkedjen. A cisz-reguldtorok szelvényspecifikus aktivitdsi mintdzata és az
altaluk bedllitott homeotikus génexpressziés mintdzat az embrié fejlodésének korai

szakaszdban alakul ki, és az egyedfejlodés teljes idotartama alatt valtozatlan marad.



ALTALANOS BEVEZETES ES CELKITUZES

A homeotikus gének szelvényspecifikus expresszidjdnak fenntartdsat szolgédlod fehérjék
kétféle modon hatnak. A Polycomb-csoportba (Pc-G) tartozé gének termékei az adott
szelvényben nem aktivdlddott cisz-regulatorok inaktiv (zart kromatin-konformaci6ja)
allapotanak fenntartasaért felelosek, mig a TRITHORAX-csoportba (TRX-G) tartozé fehérjék az
aktivalodott cisz-regulatorok aktiv (nyilt kromatin-konformaciéji) allapotat tartjdk fenn.

A heterozigéta Pc-G mutdnsokban a szelvények részlegesen transzformdalodnak a vad
allapotban hatrébb elhelyezkedd szelvényre jellemzd morfolégia irdnydba. Ezek a
transzforméciok tobb, Polycomb-csoportba tartoz6 génre nézve egyidejlileg mutans
egyedekben sulyosbodnak. Hasonloképpen, a heterozigéta trx-G mutansokban is a szelvények
részleges transzformdécidja figyelhetd meg, de itt - az eldzdekkel ellentétben - anterior
irdnyban, tehét a szelvények az eggyel elorébb elhelyezkedd szelvényre kezdenek hasonlitani.
Ez esetben is jellemz6 az azonos (trithorax-) csoportba tartoz6 gének mutdcidinak szinergista
hatdsa a vizsgalt homeotikus fenotipusokra. Gyakran az antagonista csoportba tartozo
muticiok a fenotipus szintjén szuppresszaljdk egymads hatdsit, ami arra utal, hogy az
inaktivalo és aktival6 rendszer azonos szinten hat, és érzékeny egyensulyban van egymassal.

Az utobbi években a homeotikus gének szabdlyozdsiban szerepet jatszd faktorok
altaldnos génszabdlyozdsi szerepének felismerése ezt a kutatdsi teriiletet az érdeklodés
kozéppontjaba dllitotta. Kideriilt, hogy egy adott szabédlyozd régié kromatin szerkezetének
megviltozdsa aktivécid, illetve inaktivicid hatdsdra egyéltalan nem csak a Drosophilara és a
BX-C-re jellemzé kiilonleges jelenség. Eppen ellenkezoleg, val6jaban az aktiv transzkripcio,
illetve gének kikapcsolddasa (,,silencing”) altaldban szorosan Osszefiigg a kromatinszerkezet
megvéltozdsaval.

Az aktiv és inaktiv promoéterek €s mads transzkripcids reguldtor szakaszok kozti
kiillonbséget egyre jobban megismertiik, azt azonban tovdbbra sem tudjuk, mi jeloli meg az

embriondlis fejlodés korai szakaszdban az aktivéldédott, illetve inaktiv cisz-reguldtorokat, mi
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teszi lehetové a fenntart6 POLYCOMB-TRITHORAX rendszer szamadra felismerésiiket, minek
alapjan, mely fehérjék, hogyan ismerik fel az aktivan, illetve inaktivan tartand6 reguldtorokat.

A kromatinszerkezet kutatdsanak uj fejezetét jelentette az a felismerés, hogy az alap
kromatin struktira elsddleges épitdelemei, a nukleoszomdk, illetve a nukleoszomakat alkot6
hiszton fehérjék nemcsak egyszertien ,becsomagoljdk” a DNS-t, hanem bonyolult jelzd
szerepet is betoltenek. A ,hiszton-koéd” hipotézis szerint a nukleoszomékat alkotd (mag, vagy
»core”) hisztonok N-termindlis, illetve C-termindlis ,,farki” régiéi kiillonbozo kovalens poszt-
transzlaciés modosuldsokon eshetnek at. Mas kovalens modositdsok vannak jelen a vizsgdlt
gének promoéterén, ha az adott gén aktiv, mintha inaktiv; specifikus hiszton modifikdcidok
jellemzdek a heterokromatinra, vagy a muslicidban kétszeres aktivitdssal mikodé him X-
kromoszémara. Megindult a kutatds egyrészt az olyan fehérjék utdn, amelyek képesek a
hisztonok kovalens mddositasdra, tehat a kod létrehozasdra, masrészt azok utdn, amelyek
képesek felismerni, ,leforditani” a hiszton kddot, €és bizonyos hiszton mddosulatokat
specifikusan kotni, majd aktivaciot vagy repressziot kivaltani.

Ertekezésem a laborunkban izoldlt, és dltalunk Trithorax-mimic-nek (Trm) nevezett
domindns, trithorax fenotipust mutaté mutdns molekularis, immunhisztokémiai, biokémiai és
részletes genetikai analizisét tartalmazza.

A muténs vizsgélata sordn el0szor is azt kivantuk meghatdrozni, melyik az a gén,
amelynek mutdcidja felelés a megjelend domindns fenotipusért. A mutdcié genetikai €s
molekuléris vizsgélatdval kerestiik a vélaszt arra a kérdésre, hogy milyen szerepet tolt be az
érintett gén az epigenetikus represszidban, és a mutdns génben milyen molekuléris véltozasok,
hogyan vezethettek a tapasztalt fenotipus kialakuldsahoz.

Miutén sikeriilt bebizonyitanunk, hogy az altalunk vizsgalt fenotipus az Enhancer of
zeste génben bekovetkezett pontmuticié kovetkezménye, és alapvetéen a tdlmikodo

epigenetikus represszié okozza, megprobdltuk azonositani azokat a partner fehérjéket,
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amelyek egyiittmikodnek a mutans fehérjével a represszié kialakitdsdban. Miutan
bizonyitottuk, hogy a mutins E(z)™™" fehérje a vad E(z) fehérje ismert partnereit igényli az
epigenetikus represszid kialakitdsdhoz, €s a mutans fehérje tokéletesen alkalmas a normalis
represszids feladat ellatasdra, kutatdsi célul tiztik ki, hogy megértsikk, miért és hogyan
okozhat a bekovetkezett E(z)"™ pontmuticié zavart az aktiv és inaktiv cisz-reguldtorok
felismerésében. Ugy gondoltuk, hogy a mutdns segitségével megvalaszolhatjuk azt az igen
fontos kérdést, hogy mi lehet az aktiv és inaktiv cisz-reguldtorokat megkiilonboztetd
molekuldris jel. Azonositani kivantuk azokat a géneket is, amelyek fehérjetermékei szerepet
jatszanak ennek a molekularis jelnek a létrehozaséban, illetve eltdvolitdsaban.

Az E(z)"™ heterozigéta mutins fenotipusa minden eddig haszndlt mddszernél
érzékenyebben reagdl az epigenetikus represszidban szerepet jatszé fehérjék mennyiségének
megvéltozdsara. Ennek alapjin létrehoztunk egy genetikai interakcion alapulé mutansizolalési
rendszert. A kifejlesztett E(z)"™ interakcids rendszer segitségével probaltunk olyan géneket
azonositani, amelyek az aktiv kromatindomének megjeloléséhez sziikséges eddig ismeretlen
faktorokat kédolnak, illetve szabdlyozzdk az E(z)-fiiggd represszid kialakulasat. Az édltalunk
végzett genetikai interakcids vizsgalatok valdszinGsitették, hogy a vad ENHANCER OF ZESTE
fehérje képes a cisz-reguldtorok aktiv allapotat jelzd valamely foszforilacios jel felismerésére,
mely gatolja represszor funkcidjit, mig a mutins fehérje ezt a jelet nem képes tokéletesen
felismerni. Célul thztiik ki, hogy biokémiai modszerekkel is megvizsgaljuk, képes-e az E(Z)
fehérje egyaltalan kotédni a hisztonok N-termindlis farki részéhez, illetve kiilonbozik-e a vad
és mutans E(z) fehérje affinitdsa kiilonb6z6 kovalens modositdsokat hordoz6 N-termindlis
hiszton peptidek kotésében.

Biokémiailag kivantuk aldtdmasztani azt a genetikai kisérletek dltal sugallt
megéllapitdsunkat, hogy az E(z) fehérje az inaktivicibban homo-dimerként (vagy

multimerként) vesz részt.
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Sajat kisérleti eredményeink, illetve homoldgia vizsgédlatok felvetették annak a
lehetdségét, hogy az E(z) fehérje nemcsak bizonyos hiszton médositasok felismerésére, de
esetleg ezek 1étrehozésara is képes. Be kivantuk bizonyitani, hogy a Drosophila E(z) fehérje
inaktivalo szerepe Osszefiigg hiszton-metil-transzferaz aktivitasdval, és az altalunk vizsgdlt
pontmutécié nem okoz funkcidvesztést a katalitikus aktivitds tekintetében.

Kivancsiak voltunk arra, hogy kiilonbozik-e a vad és a mutdns fehérje kotddésének
erOssége kiilonboz6 kovalens modositasokat hordozé hiszton H3 fehérjékhez, illetve hogyan
befolydsoljdk a hiszton H3-on 1évd kovalens mddositdsok a vad €s mutins E(z) fehérje altal
kivaltott metildcid 1étrejottét.

Ossze kivantuk hasonlitani az E(2z)™ fehérje kotohelyeit a Drosophila
oridaskromoszémakon a vad E(z) fehérje kotOhelyeivel. Kiillonboz6 hosszisagu, transzgenikus
riportergén konstruktokba épitett régiok segitségével kivantuk pontosabban térképezni a
mutans fehérje tdmadaspontjat az iab-7 régidban elhelyezkedd Polycomb Reaktiv Elemhez
(PRE) képest.

A genetikai interakcion alapul6 kisérleteink, mesterségesen termelt fehérjék biokémiai
vizsgilata €és mas ismert, SET-domént tartalmazé fehérjék rontgenkrisztallografids
szerkezetének ismerete alapjan kivdnjuk megmagyardzni milyen szerepet tolt be a vad E(z)

fehérje az epigenetikus represszidban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES ES TUDOMANYOS HATTER

2.1. A DROSOPHILA MELANOGASTER BITHORAX-KOMPLEXENEK MOLEKULARIS
FELEPITESE, ES MUKODESENEK MODELLJE

2. 1. 1. Altalanos felépités

A bithorax-komplex (BX-C) korai genetikai analizise arra utalt, hogy a régioban a
komplex hatdsa alatt 4ll6 kilenc paraszegmentnek megfelelden (PS5-14) kilenc homeotikus
szabdlyozd gén kodolddik (abx/bx, bxd/pbx, iab-2, iab-3, iab-4, iab-5, iab-6, iab-7, iab-8),
amelyek mutdciéi homozigéta dllapotban az embriondlis szelvények specifikus homeotikus
transzformécidjat okozzdk (Lewis, 1978). E. Lewis pusztdn genetikai moddszerekkel,
homeotikus mutdnsok izoldldsdval, a homozig6ta mutdns embridk kutikuldjanak vizsgalataval,
illetve az izolalt mutdnsok rekombinacids térképezésével megallapitotta, hogy ezek a "gének"
ugyanolyan sorrendben kovetik egymadst a kromoszéman, mint ahogy az altaluk szabélyozott
szelvények kovetkeznek egymds utdn a Drosophila hossztengelye mentén (kolinearitds).
Megalkotta modelljét (2.1. dbra), amely szerint az egyre hatrébb elhelyezkedd szelvényekben

valamilyen faktor hatdsédra tijabb €s Gjabb gének aktivalédnak (Lewis, 1978).

3 o
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2.1. abra. A bithorax-komplex miikodésének modellje
Az inaktiv cisz-regulatorokat piros, az aktivakat zold korok szimbolizaljadk. Az egyre hatrébb elhelyezkedd
szelvényekben tjabb és tjabb cisz-reguldtorok valnak aktivva.
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Bar késobbi kisérletekbol kideriilt, hogy a BX-C mutdciok minddssze harom letdlis
komplementacios csoportot alkotnak (Sanchez-Herrero és mtsai, 1985; Tiong €és mtsai, 1985),
és a modell ennek megfeleléen moddosult, Lewis zsenidlis elképzelése mégis alapvetéen
helyesnek bizonyult. A hdrom valddi homeotikus gén koziil az Ultrabithorax a PS5-6 (pT2-
aAl), az abdominal-A a PS7-9 (pAl-aA4), az Abdominal-B pedig a PS10-14 (pA4-aA9)
identitdsdnak meghatdrozasiért felelos. (A paraszegmentek és szelvények szdmozasat a 2.2.
abra mutatja.) Ezen ujabb
ismeretek fényében a mddositott
modell szerint a  komplex
mikodését nagy  kiterjedési
szelvényspecifikus  szabdlyoz6
elemek  biztositjdk, = minden
szelvényben egy tjabb ilyen cisz-
reguldld elem aktivélodik, és az
aktiv elemek allitjak be az altaluk

szabalyozott homeotikus gén

e L Late
kifejezddésének szelvény- embryo

specifikus szintjét.

2.2. abra. Az  embrionilis
paraszegmentek és a késoébbi
szegmentek elhelyezkedési viszonyai

Legfeliil az embriondlis paraszegmentek
elhelyezkedése  lathatd, ez  alatt
sematikus rajz jelzi a paraszegmentek és
a valédi szegmentek elhelyezkedési
viszonyait, amit a késébb 1étrejovod
valédi embriondlis szegmentek, illetve a
feln6tt 1€gy szegmenticidjanak rajza

kovet. (S. Barges nyomdn) SEGMENTS
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A bithorax-komplex molekuldris megismerése bebizonyitotta a nagy Kkiterjedést
szabdlyozo elemek, és a megjosolt hdrom homeotikus gén létezését (Kornfeld és mtsai, 1989;
Karch és mtsai, 1990; Delorenzi és mtsai, 1988; Celniker és mtsai, 1990; Zavortink és
Sakonju, 1989). A BX-C teljes szekvencidja 1995-ben Martin €s munkatdrsainak munkdja
nyoman valt ismertté (2.3. dbra molekularis térkép). Meghataroztik a BX-C-ben elhelyezkedd
fehérjét kodold gének és a komplex pontos hatdrait. Megallapitottdk, hogy a komplexnek
mindossze 2%-a kodold régio, mig a fennmaradé 98% regulator szekvencidkat tartalmaz
(GeneBank U31961). A komplex végein elhelyezked6 szabad olvasasi keretek (Open Reading
Frame: ORF) alapjan a BX-C proximalis (centromer kozeli) hatdra a 322431 elott (Martin és
mtsai, 1995), mig disztalis hatara a 7535 bp utan helyezkedik el, ezek szerint a komplexet egy

314896 bp hosszu szekvencia tartalmazza.

A iab-8 iab6 iab4 bxd
. iab-9 . . iab-7 . , iab-5 iab-3 \ iab-2 | pb.r | bx | abx \
] ] 1 I 1 1 1 1 ] I I ]
D1 : .r D2 : : DS :
Dﬁ I D4 I D10 o
1] 5[)?[][] ‘iBEIIII] 15[!]]] 2[]}[]0[] 250[}['.0 30(1]]] 338234
L} 1 T T L} l T T
100 —1 m
8 uw u b o (\@ @H"
Abﬂ' B abd'-A GLU WAYZ
— e

2.3. abra. A bithorax-komplex molekuldris szerkezete
A térkép a cisz-reguldtorok hozzavetdleges elhelyezkedését, és a kddolé homeotikus és egyéb géneket jelzi. A
transzkripcié irdnydra az adott gén alatti nyil utal. (Martin és mtsai, 1995 alapjan).

A homeotikus gének - részben atfedé - egymas utdni doménekben fejezddnek ki az
allat anterior-poszterior testtengelye mentén. Az egyes homeotikus gének elhelyezkedése a
kromoszéman molekuldrisan is kolinedrisnak bizonyult az dltaluk szabdlyozott
szelvényekével (2.4. dbra).

A legelorébb aktivalodo homeotikus gén, az Ubx teljes transzkripcids egysége 78.1 kb

hosszu (242867-320921), amely 6t kiillonbozd, alternativ splicing eredményeként keletkezo,
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de a homeodomént mindig tartalmazoé fehérjét kodol. (O'Connor és mtsai, 1988; Kornfeld és
mtsai, 1989). A fehérje az embrioban a PS5-t6l egészen a PS13-ig kifejezédik az
ektodermaban és a CNS-ben, a larvdban a T2 szdrny és labdiszkuszban, illetve a T3
labdiszkuszban van jelen (White és Wilcox, 1984, 1985; Struhl és White, 1985; Beachy és
mtsai, 1985). A funkcidvesztéses Ubx allélok heterozigéta formdban a billér kismértékd,

szarny irdnyéba torténd transzformacidjat okozzak.

Antennapedia complex bithorax complex
A A

-

: A r 5 )
lab  Pb Dfd Ser Antp Ubx abdA Ade

L—EZ;BW

IE[EII‘E’;).

gﬂaaﬁ
labial (lab) Abdommai‘ B (Ade}
Deformed (Dfd) abdommm’ A (abdA)

Sex mmb< reduced (Scr) Au!emmpedm (Antp) Ufrrabrrhom:. (Ubx)

2.4. abra. A Drosophila ANTC és BX-C gének kifejezddése az egyes embriondlis és felnétt szelvényekben,
valamint a komplexek altal kodolt homeotikus gének elhelyezkedése a kromoszéman

A konnyebb azonositds érdekében minden homeotikus gént mas-mads szin jelol, az egyes arnyalatok az adott gén
kifejez6désének mértékét érzékeltetik. Az embriondlis szelvényekben és a kifejlett allatban azonos szin azonos
homeotikus génre utal (Wolpert, Principles of development nyoman).

Az abd-A transzkripciés egység hossza 22.4 kb (153391-175816) (Karch és mtsai,

1985). Az abd-A a komplex egyetlen nem haplo-inszufficiens génje, funkcidvesztéses
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mutécioi teljes mértékben recesszivek. A PS7-13-ban fejezddik ki (Busturia és mtsai, 1989;
Macias és mtsai, 1990).

Az Abd-B-rol négy transzkriptum képzodik (DeLorenzi €s mtsai, 1988; Kuziora €és
McGinnis, 1988a; Celniker €s mtsai, 1989; Zavortink és Sakonju, 1989), amely két kiilonb6z6
funkcidju proteint (,,m”, és ,,r’’) kodol (Celniker és mtsai, 1990; Boulet és mtsai, 1991). A
transzkripcids egység hossza 44.6 kb (11204-55760). Az Abd-B gén az embridé 10-15
paraszegmentumaiban fejezodik ki (Harding és mtsai, 1985; Hoey és mtsai, 1986; Harding és
Levine, 1988; Kuziora és McGinnis, 1988a; Zavortink és Sakonju, 1989; Boulet és mtsai
1991), mégpedig az egyre hatrébb elhelyezkedd szelvényekben egyre magasabb szinten. Az
Abd-B gén haplo-inszufficiens, a heterozigéta mutans himekben a normalisan teljesen sotét 5.
szelvény vilagos foltos (A4-szerti), az A6 sterniten szOrok taldlhatok (AS-szer(l), mig a
normadlisan tergitlemezt nem képzd A7-en A6-szer(, igen keskeny tergitlemez jelenik meg.

A korai embridban a cisz-regulator elemek is 4tirddnak. Megéllapitottdk, hogy a 14.
osztddasi ciklus elejétdl kimutathatéak az abd-A és az Abd-B gén cisz-reguldtorainak
megfeleld6 DNS szakaszokrdl szarmazo traszkriptumok (Sdnchez-Herrero és Akam, 19809;
Casares €s Sanchez-Herrero, 1995). A képz6dé RNS-ek nem jelolnek ki jol elhatdrolodo
transzkripcids egységeket, viszont megéllapithatd, hogy a teljes szabdlyozé régié atirédik
valamilyen mértékben, mindkét szalrdl torténik transzkripcid, és a transzkriptumok
atirddasanak anterior hatdra mindig jellegzetes. Az iab régidkrol ir6dé transzkriptumoknak
semmilyen kodold, vagy szabdlyozd szerepét nem sikeriilt azonositani, dltalanos vélemény
szerint a BX-C aktivdlodasanak ,,melléktermékei”. Az iab régiok transzkripcidja megelozi a
homeotikus génekét, és meghatarozott gap-gének represszald hatdsa alatt all (Casares és
Séanchez-Herrero, 1995). Bér az iab régidk transzkripciéja nem mindig esik egybe a késdbbi
szegmenthatdrokkal, de kolinedris az érintett cisz-regulatorok aktivalédasdval és az

embridgenezis teljes iddszaka alatt megmarad.
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2.1.2. A BX-C korai kifejez6dési mintazatanak kialakulasa

A bithorax-komplex megfeleld6 miikodését a cisz-regulétor elemek teszik lehetové. A
cisz-regulator elemek olyan szelvényspecifikus, komplex reguldtor régiok, amelyek
tartalmazzdk mindazt az informécidt, ami a szabdlyozott homeotikus gének helyes
kifejezodési mintdzatdnak korai kialakitdsdhoz (iniciicid) €s fenntartdsdhoz sziikséges.

Az egyes cisz-reguldtorok normdlis koriilmények kozott specifikusan egy adott
homeotikus gént szabdlyoznak. Az abx/bx (PS5) és a bxd/pbx (PS6) az Ubx-et (White és
Wilcox, 1984), az iab-2 (PS7), iab-3 (PS8) és iab-4 (PS9) az abd-A-t (Karch és mtsai, 1990),
mig az iab-5 (PS10), iab-6 (PS11), iab-7 (PS12), iab-8 (PS13) régidk az Abd-B-t
szabdlyozzdk a zardjelben megadott paraszegmentekben (Celniker és mtsai, 1989; Sanchez-
Herrero, 1991). Az el6z6ekbdl jol latszik, hogy a kolinearitds nemcsak a homeotikus gének
expresszidjanak, de a cisz-regulatorok aktivdlédasdnak a szintjén is érvényesiil (Duncan
1987).

A cisz-reguldtorok funkcidvesztéses mutdnsaiban csak a hibds cisz-reguldtor altal
szabdlyozott szelvény érintett, a tobbi szelvény morfoldgidja véltozatlan marad. A mdédositott
Lewis-modellnek megfeleléen az érintett cisz-regulator &ltal szabdlyozott szelvényben az
utols6 ép és aktiv cisz-reguldtor szabdlyoz, tehat az érintett szelvény a ndla eggyel elorébb
elhelyezkedd szelvénnyé transzformalédik. A csak az iab-7 cisz-reguldtort kiejtd iab-7*
muticio (Sipos és mtsai, 1998) példaul homozigéta formaban az Abd-B gén PS12-re jellemzd,
viszonylag magas expresszidjanak elvesztését, és a PS12-ben is a PS11-nek megfelelé Abd-B
kifejezodést okoz. Ez a kifejlett him 4llatban a tergitlemezt nem képzo, hetedik szelvény
hatodikka val6 transzformélddasat, egy ,,plusz” szelvény megjelenését okozza (2.5. ébra b.).
Azonban amig egy ujabb hatodik szelvény jelenik meg a hetedik helyén, az elorébb, illetve
hatrébb elhelyezkedd, Abd-B altal szabdlyozott szelvények morfolégidja nem valtozik

(Galloni és mtsai, 1993).
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2.5. abra. Drosophila him abdominalis tergitek

a.) Vad himekben az 5. és a 6. tergitlemez egyforma vastagsdgd és sotét, mig a 7. szelvényhez tartozo
tergitlemez eltlinik, a szelvény maradvdnya egy addiciondlis 7. tracheanyilds a 6. tergitlemez mellett (nyilhegy
a.). b.) Az Abd-B expressziot bedllité cisz-reguldtor heterozigéta, funkcidvesztést okoz6 muticidja esetében (iab-
7%) a 7. szelvénynek megfeld helyen kisméretii 7. tergitlemez jelenik meg. c.) Funkciényeréses, az iab-6 és iab-7
cisz-regulétort érinté mutdcié esetében (Fab-7"), mar az eggyel elérébb elhelyezkedd szelvényben aktivalédik az
iab-7 és ennek kovetkezményeképpen a 6. tergitlemez mérete redukalédik. (Sipos és mtsai, 1998 nyoman).

A cisz-regulatorok funkciényeréses mutdnsait is sikeriilt izoldlni. Az ilyen mutéacidk
ellentétes irdnyban véltoztatjdk meg a szelvényidentitdst, egy adott szelvény a normaélisan
eggyel hatrébb 1évé szelvénnyé transzformélédik. A Fab-7' mutécié példdul homozigéta
formdban a hatodik szelvény hetedikké transzformalddasat (,.eltlinését”) okozza, heterozigéta
allapotban pedig a 7. szelvény méretének csokkenéséhez (2.5. dbra c.) vezet (Gyurkovics és
mtsai, 1990). A Lewis-modellnek megfelelden ezekben az esetekben azt vérjuk, hogy a
jelenség oka az érintett cisz-reguldtor (iab-7) eggyel elorébb elhelyezkedd szelvényben
torténd aktivacidja, és ennek kovetkeztében az Abd-B gén PS12-re jellemz0 kifejez0désének a
PS11-ben val6 megjelenése. Ezt a feltételezést a kisérleti adatok is aldtdmasztottdk (Galloni és
mtsai, 1993).

2.1.3. A BX-C cisz-regulatorainak korai miikodése és felépitése

A gap-, és pair-rule gének szabdlyozé hatdsa felelds a cisz-reguldtorok
aktivalodasanak és represszidjanak korai kialakitasaért (Casares és Sanchez-Herrero, 1995),
de ezek a faktorok csak az embri6 fejlédésének korai szakaszaban hatnak. A fejlédés késobbi
szakaszdban kifejez0désiik megsziinik, fehérje termékeik pedig rendkiviil gyorsan

lebomlanak, az inicidtor gradiensek eltiinnek (Gaul és mtsai, 1987; Tautz, 1988). A cisz-
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reguldtorok aktivitdsi mintizata, és vele egyiitt a homeotikus gének szegment specifikus
expresszidja viszont normdlis koriilmények kozott az egyedfejlodés folyaman végig
megmarad.

A cisz-reguldtorok egyik funkcidja a korai GAP-, és PAIR-RULE transzkripcids
szabalyoz6 fehérjék kifejez0dési mintdzatdnak homeotikus génaktivdldsi mintdzattd vald
leképezése (inicidciés milkodés). A cisz-regulatorok inaktivak az éaltaluk szabélyozott
paraszegment elotti testszelvényekben, és itt késObb sem aktivalodnak. A korai aktivalodas
utdn, aktivnak maradnak minden hatrébb elhelyezkedd szelvényben. Aktivitdsi mintdzatukat
sejtosztodasrdl sejtosztodasra fenntartjdk az egyedfejlodés teljes idotartama alatt (fenntartd
mikodés). A cisz-reguldtorok képesek arra, hogy hibétlanul felismerjék és kivdlasszdk az
altaluk specifikusan szabdlyozott homeotikus gén prométerét. Mds homeotikus génekre a
komplexen beliil nem hatnak. A cisz-reguldtorok autoném médon mitkddnek, azaz az egyes
szelvényekben aktiv, vagy inaktiv cisz-reguldtorok dllapota nem befolyasolja a szomszédos
cisz-regulatorokat.

Ezekért a sajitos feladatokért felelds cisz szekvencia elemek, az inicidtorok, a
fenntart6 elemek, a promoéter kihorgonyz6 régiok és hatdrol6 szekvencidk (boundary régiok)
feltérképezése, illetve az ezekre hatd transz faktorok azonositidsa és miikodésiik jellemzése
mar tobb cisz-reguldtor esetében (iab-2, iab-7) sikeriilt.

A cisz-reguldtor elemek épitokoveinek azonositdsat transzgenikus riportergén
rendszerekben, illetve a BX-C-t érint6 mutdciok finomanalizisének segitségével végeziék el.
Enhanszer csapddzé transzpozonok beépitésével bizonyitottdk, hogy az egyes cisz-
reguldtorokba beépiilt transzgének kifejezodését kizardlag az érintett cisz-regulator egység
szabdlyozza, mig a szomszédos régiok nem gyakorolnak rdjuk hatdst, azokt6l valamilyen

modon el vannak szigetelve (McCall és mtsai, 1994).
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Transzgenikus lac-Z riportergén rendszerben sikeriilt az iab-2 cisz-regulétor egy olyan,
1.7 kb hosszusagu szakaszit elkiiloniteni, amely a normadlis abd-A expresszidhoz hasonl6
riportergén mintazatot hoz létre. Az iab-2 esetében bizonyitottdk azt is, hogy az even-skipped
(eve) pair-rule gén a pozitiv transz-regulator.

Az Ubx kifejez6désének aktivatora a FUSHI TARAZU (FTZ) (Miiller és Bienz, 1992), a
kifejez6dés anterior hatarvonaldt pedig a HUNCHBACK (HB) fehérje éllitja be (White és
Lehmann, 1986; Irish és mtsai, 1989; Qian és mtsai, 1991), amely nagy koncentriciéban
represszorként hat az abx/bx régidban taldlhaté kotohelyein keresztiil (Simon és mtsai, 1990;
Zang és Bienz, 1992; Quian és mtsai, 1993). Az iab-2 represszidjaban pedig kritikus szerepet
tolt be egy KRUPPEL (KR) kotohely, amelynek elrontdsa a Hyperabdominal pontmutansokban
mar a PS5-ben ektopikus abd-A expressziot, és a tor abdomindlis irdnyu transzformaciojat
okozza (Lewis, 1978; Shimell és mtsai, 1994).

Az iab-5 régionak megfelel6 DNS szakasz transzgenikus rendszerben torténd
vizsgilata egy 0,9 kb hosszi fragment azonositisdhoz vezetett, amely csak a PS10-ben
kapcsolodik be, az elérébb 1évd paraszegmentekben inaktiv, azonban hétrébb aktiv marad a
PS11, PS12 és PS13-ben (Busturia és Bienz, 1993). Bebizonyitottdk, hogy az eliilsd
represszidért foként a KR felelds, bar a KNIRPS (KNI) is gyenge represszorként viselkedik.
Kidertilt, hogy a késoi poszterior Hb expresszio felelds az inicidtor fragment PS14 specifikus
represszidjaért.

2.1.4. A BX-C kifejezodési mintazatanak fenntartasa

A homeotikus transzformacidkat mutaté mutansok tovabbi analizise két 1j, a BX-C-n
kiviilre térképez6dd mutdnsosztily felfedezéséhez vezetett. Ezekben a mutdnsokban a
bithorax-komplex homeotikus génjeinek korai kifejez6dési mintdzata megfelelden kialakul, az
embriondlis fejlodés tovdbbi szakaszdaban azonban a helyesen bedllitott kifejez6dés nem

marad fenn (2.6. abra).
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Polycomb-csoport mutans trithorax-csoport mutans
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2.6. abra. A Drosophila homeotikus gének cisz-regulatorait érinté ektopikus aktivicié és inaktivacié Polycomb
és trithorax-tipusi mutdnsokban

Polycomb-tipusti mutaciok jelenlétében a korai allapotban megfelelden inaktivaldott cisz-regulatorok a fejlodés
késdbbi szakaszdban ektopikusan aktivdlodnak. Ennek kovetkezményeképpen a Scr gén szintjének
megnovekedése a masodik és harmadik labdiszuszban ektopikus szex féslik fejlodéséhez vezet, ezért nevezik
ezeket a mutansokat Polycomb-tipusiaknak. A cisz-regulator aktivicionak megfelel6 homeotikus génexpresszid
véltozdsok a BX-C dltal regulalt szelvényekben poszterior irdnyd homeotikus transzformacidokhoz vezetnek
(csdpok labszeriiek lesznek, szarnyak Cbx fenotipust mutatnak, redukdlédnak, a himek negyedik tergitje sotét
szinli klénokat tartalmaz, az 6todik tergitre hasonlit, a hatodik tergitlemez redukalédik, a hetedikre jellemzo
allapot irdnyaba transzformaldédik). trithorax-tipusi mutdnsokban az eldzdekkel ellentétes irdnyd véltozasokat
tapasztalhatunk. A korai dllapotban helyesen aktivalodott cisz-reguldtorok ektopikusan inaktivalédnak. A cisz-
reguldtor inaktiviciénak megfeleléen lecsokkend homeotikus génexpresszié anterior irdnyd homeotikus
transzformaciokhoz vezet (a billér megnovekszik, szarnyszertivé valik, a harmadik ldbon a madsodik ldbra
jellemz6 apikalis sz6rok jelennek meg, himekben az 6todik tergitlemez a negyedikhez valik hasonl6va).

A mutansok elsoként leirt osztdlydban a fejléddés elorehaladtaval a homeotikus gének
mindegyike minden szelvényben aktivalédott (Polycomb-csoport), a masik mutdnscsoportban
pedig részlegesen, vagy teljesen inaktivalddott (zrithorax-csoport). Mindezek alapjan a Pc-G
fehérjék a BX-C cisz-regulatorainak inaktiv dllapotdt tartjak fenn, mig a TRX-G fehérjék az
aktiv éllapot fenntartasaért feleldsek. A homeotikus gének aktiv illetve inaktiv allapotanak

fenntartdsa egymassal érzékeny egyensulyban 4ll.
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2.2. A CISZ-REGULATOROK INAKTIV ALLAPOTANAK FENNTARTASA
2.2.1. A Polycomb-csoportba tartozo gének azonositasa musliciban

Azonositottak olyan mutdnsokat, melyekben a T2-A8 szelvények az embridban
egyontetiien az A8-ra hasonlitottak (Lewis, 1978; Wu és mtsai, 1989). Ez a fenotipus a cisz-
regulatorok kiterjedd ektopikus aktivicidjaval magyardzhatd, amit az Abd-B génnek a fejlodés
elérehaladtdval parhuzamosan egyre elérébb terjedé magas szintl kifejezédése jelez (Simon
és mitsai, 1992). Heterozigéta allapotban az ilyen tipusi mutdciok nemcsak egy adott
szelvényben, vagy egy adott homeotikus gén éltal szabdlyozott testtdjon okoztak fenotipust,
mint az addig megismert, a homeotikus gén-komplexekbe térképezddd muticidk, hanem tobb
szelvény részleges, poszterior irdnyu transzformdciéjat eredményezték. A csapok labszeriiek
(Puro és Nygren, 1975), a szarny részleges, billér irdnyu transzforméciét mutat, a normalisan
vilagos A4 tergiten sotét klonok lathatok, az A6 tergit mérete csokken (2.6. dbra). Az elséként
azonositott ilyen mutdns, a Polycomb (Pc) analizise Lewist 1978-ban arra a kovetkeztetésre
vezette, hogy a kddolt fehérje a homeotikus gének represszora. A késdbbiekben kideriilt, hogy
a Pc fehérjének valdjaban a cisz-reguldtorok inaktiv dllapotdnak fenntartdsdban van szerepe.
Ezért vezet a Pc-funkcid teljes elvesztése - a korai szabdlyozé faktorok eltinése utdn - a
homeotikus fenotipus szintjén funkcionyeréshez, hiszen epigenetikus represszié hidnydban a
cisz-reguldtorok minden szelvényben aktivvd vélnak, ezért mindeniitt a normadlis A8
szelvényéhez hasonlé homeotikus génaktivitdsi mintdzat jon 1étre. Heterozigdta mutdnsokban
a cisz-regulatorok részleges aktivaloddsanak kovetkezménye a homeotikus gének egy, vagy
néhany szelvénnyel elorébb vald kifejezddése, és az ennek megfeleld altalanos poszterior
irdnyu homeotikus fenotipusok megjelenése (Denell és Frederick, 1983).

A tovabbiakban szdmos mads, a komplexen kiviil térképezdd6, a Polycomb-csoportba
(Pc-G) tartoz6 mutdciét azonositottak. Megallapitottdk, hogy hasonlé homeotikus

transzformacidkat mutatnak (Jones és Gelbart, 1990; McKeon és mtsai, 1994; Struhl és
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Akkam, 1985; Simon €s mtsai, 1992), amelyek tobb Pc-G mutacio egyiittes jelenléte esetében
altalaban sulyosbodnak (Jiirgens, 1985; Cheng és mtsai, 1994; Campbell és mtsai, 1995;
Kehle és mtsai, 1998). Bizonyos Pc-G mutansoknak nincs sajat homeotikus fenotipusa, de
ezek is erdsitik mas Pc-G mutansok hatdsat (Soto és mtsai, 1995).

A Polycomb-csoportba tartoz6 gének

Pc-G gén neve roviditése helye allélok
szama
Additional sex combs Asx 51A5-6 27
corto corto 82E7-8 18
cramped crm 3B4-5 29
Enhancer of Polycomb | E(Pc) 47F13-14 8
Enhancer of zeste E(z) 67ES5 89
extra sex combs esc 33A2 48
multi sex combs mxc 8D10 11
pleiohomeotic pho 102D6 8
Polycomb Pc 78C6-7 74
Polycomblike Pcl 55B8 31
polyhomeotic distal ph-d 2D2 51
polyhomeotic proximal | ph-p 2D2 51
Posterior sex combs Psc 49E6 31
Rpd3 Rpd3 64B13 14
Sex combs extra Sce - 4
Sex combs on midleg Scm 8SE2 26
super sex combs sxc 41C1-2 6
Suppressor of zeste 2 Su(z)2 49E7 41
Suppressor of zeste 2 Su(z)2D | 49E7
distal
Suppressor of zeste 12 | Su(z)12 74D 6

2.1. tablazat Az ismert Polycomb-csoportba tartozé gének neve, roviditése, helye és az ismert mutdns allélok
szdma

A Pc-G fehérjék a homeotikus gének regulaciéjan kiviil szamos mas gén esetében is az
inaktiv allapotot fenntarté szerepet toltenek be. Ilyen gének az engrailed (Moazed és O'Farrel,
1992), a kni és a gi (Pelegri és Lehmann, 1994), és mds szegmentéicids gének (McKeon és
mtsai, 1994) is. Emellett az egyik csoporttag, a polyhomeotic (ph) sajat maga is bizonyitottan

a Pc-G altal szabalyozott (Fauvarque €s Dura, 1993). A Polycomb-csoportba tartozé gének
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szamdat Drosophildban 30-40-re becsiilték (Jiirgens, 1985), maig koriilbeliil ennek a felét
azonositottak.

2.2.2. A Drosophila Polycomb-csoportba tartozé génjeinek homologjai

A Polycomb-géncsoport 4altaldnos transzkripcids represszor szerepe nemcsak a
Drosophildban bizonyitott. A PC-G fehérjék homoldgjai emlésok (Miiller és mtsai, 1995;
Faust és mtsai, 1998; Tomotsune és mtsai, 1999; Akasaka és mtsai, 2001), s6t névények
(Goodrich és mtsai, 1997; Yoshida és mtsai, 2001) esetében is a homeotikus gének hasonl6
epigenetikus represszidjaért felelések. Emldsok esetében sem csak a homeotikus gének
kifejezodését szabdlyozzak PoLYCOMB fehérjék. Bizonyos emlés Pc-G homolégok
onkogénként viselkednek a vérképzd sejtekben, mert muticidéjuk valdszintileg a sejtosztodas
és az epigenetikus determindcié sulyos zavaraihoz vezet (Gould, 1997; Schumacher és
Magnuson, 1997; Van Lohuizen, 1998 és 1999). A homol6gok szerepe minden esetben az,
hogy sejtosztédasrdl sejtosztoddsra fenntartjdk az daltaluk szabdlyozott géneknek a
determinédcié folyamdan kialakult represszalt allapotat (Paro, 1993; Pirrotta, 1995; Simon,
1995; Pirrotta, 1997). Az inaktivalé funkcié annyira konzervélt, hogy az ép egér POLYCOMB
homol6g muslicdba juttatva képes a Drosophila Pc homozigéta mutdns menekitésére (Miiller
és mtsai, 1995), ugyanez igaz a PHO emlds homoldgjira, a YY1-ra is (Atchison és mitsai,
2003).

2.2.3. A Polycomb-csoport génjeinek és fehérjéinek kolcsonhatasai

Tobb megfigyelés tdmasztja ald, hogy a Polycomb-csoport génjei (2.1. tablazat) a
represszioban egymadssal egylittmikodd fehérjetermékeket kddolnak. Tobb Polycomb gén
mutat egymadassal domindns genetikai interakciot. Mutéacidik 4altaldban erdsitik egymads
homeotikus fenotipusat az imagoban (Jiirgens, 1985; Campbell és mtsai, 1995; Chang, 2001),
a polyhomeotic (ph) mutans valtozata pedig szdmos mds Pc-G génnel egyenesen szintetikus

letalitast, és erds korai poszterior fenotipust okoz (Cheng és mtsai, 1994). Ugyanakkor a ph
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haplo-inszufficiens fenotipusa menekithet6 egy madsik Pc-G gén (a Pcl) kopiaszdmanak
emelésével (Cheng és mtsai, 1994).

Transzgenikus, GAL-4 kotOhelyet (UAS) tartalmazo riportergén konstrukcidkon a hb
promoter éltal vezérelt PCGAL-4 hibridprotein 6nmagdaban is képes az inaktivalé komplexnek
mas, endogén PC-G fehérjék egyiittmiikodésével valo megszervezésére (Miiller, 1995). Azt is
kimutattdk, hogy az igy létrejott represszor komplex néhany bxd DNS-t tartalmazo
konstrukton annyira stabil, hogy egyszeri hosokk pulzus idtartama alatt eloallitott PCGAL-4
mennyiség is elegendo a létrehozdsara és fenntartdsdra a teljes embridgenezis folyamén.

A Pc-G fehérjék valamennyien sejtmagi lokalizaciét mutatnak. Tovabbi immun-
citologiai vizsgdlatok feltartdk, hogy az egyes PC-G fehérjék az oOridskromoszomakon
altalaban 50-100 helyre kotodnek. A Pc, PCL és PH kotOhelyek teljesen megegyeznek, és a PSC
és az RPD3 helyekkel is erdsen dtfednek (Zink és Paro, 1989; DeCamillis és mtsai, 1992;
Franke és mtsai, 1992; Martin és Adler, 1993; Rastelli és mtsai, 1993; Lonie és mtsai, 1994,
Chang €s mtsai, 2001). Sok egybeesés van az elobb emlitett fehérjék kotOhelyei €s a kizardlag
azonos helyeken egyiitt kimutathaté E(z) és ESC (Carrington és Jones, 1996; Tie és mtsali,
1998), valamint az ScM, AsX és E(PC) (Peterson és mtsai, 1997; Sinclair és mtsai, 1998;
Stankunas és mtsai, 1998) kotohelyek kozott is. Bizonyos esetekben az egyik PC-G fehérje
jelenléte feltétele a mdsik kotédésének. fgy példdul a hémérséklet érzékeny E(z)% allélt
homozigéta forméban tartalmazoé 3. stadiumu larvékat a restriktiv hOmérsékleten novesztve az
E(z) helyek mellett a PSC kotdhelyek dontd tobbsége is eltlinik az Oridskromoszomakrol
(Rastelli és mtsai, 1993).

2.2.4. A PoLYCOMB-csoport fehérjéit tartalmazé komplexek izolalasa

Immunoprecipitacids kisérletekkel mar tobb mint egy évtizede bizonyitottdk, hogy a
PcC és a PH egy nagy molekulasulyu (2-3MDa) komplexben talalhatd (Franke és mtsai, 1992).

A tovdbbiakban éleszto kettds hibrid rendszerrel €s immunoprecipitacioval tobb PC-G fehérje
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egymashoz valo kotodését tartdk fel Drosophildban. Bizonyitottdk, hogy a PH és az SCM
(Peterson és mtsai, 1997), a PSC, a PC és a PH (Kyba és Brock, 1998), az E(z) és az ESC (Jones
és mtsai, 1998; Tie és mtsai, 1998), az E(z) és a PCL (O'Connel és mtsai, 2001), a PC és a
HDACI (Chang €s mtsai, 2001) képes interakcioba 1épni egymassal in vitro és in vivo egyarant.
Az egyes Pc-G gének pleiotrop fenotipusai azonban kisebb-nagyobb mértékben eltérnek
egymastol, és bar az dridskromoszéman a kiilonboz6 PC-G tagok kotohelyei részben dtfednek,
taldlunk olyan helyeket, amelyen csak egy, vagy néhidny PoLYcOMB fehérje kot. Ezek a
megfigyelések arra utaltak, hogy nem egyetlen nagy molsulyd represszor komplex felelos
minden esetben a célgének inaktivalasaért. A biokémiai vizsgélatok alatdmasztottak fliggetlen,
és valtozo Osszetétell represszor komplexek 1étezését Drosophildban.

El6szor két kiillonbozd POLYCOMB-komplex biokémiai tisztitdsa sikeriilt, majd a
komponenseket is részben vagy egészben meghatdroztdk: a Polycomb Related Complex 1
(PRC1) tartalmazza a Pc, PH, PSC és ScM fehérjéket (Kingston és mtsai, 1996; Shao és mtsai,
1999; Saurin és mtsai, 2001); a masik komplex Polycomb Related Complex 2 (PRC2) pedig
az ESC, E(z), PCL fehérjéket (Ng és mtsai, 2000; Tie és mtsai, 2001; O'Connel és mtsai, 2001).
Elobb sikerrel jart a PRC1 komplex in vitro rekonstiticidja (Francis és mtsai, 2001), majd
biokémiai vizsgalatok bizonyitottdk a rekombindns PRCI1-komplex represszor szerepét in
vitro transzkripciés rendszerben is (King és mtsai, 2002). Ekozben emldsokben és
Xenopusban is kimutattdk a Drosophildban megismert PC-G homoldgok kozti interakciokat,
illetve kiilonbozd analog Osszetételli komplexeket is sikeriilt tisztitani (Alkema és mtsai, 1997,
Gunster és mtsai, 1997; Levine és mtsai, 2002; Showell és Cunliffe, 2002).

2.2.5. Az inaktiv allapot fenntartasat medialo DNS szakaszok

Eddig harom Pc-G fehérjérdl kozolt€k, hogy sajat DNS-kotd képességgel

rendelkeznek: ezek a PLEIOHOMEOTIC (PHO) (Brown és mtsai, 1998), illetve a PHO-LIKE (PHOL)

(Brown és mtsai, 2002), valamint a PIPSQUEAK (PSQ) (Huang és mitsai, 2002).
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Laboratériumunkban sikeriilt bizonyitani egy negyedik Pc-jellegli fenotipust mutaté gén a
grainy head (grh) termékérol is, hogy specifikus DNS-kotd képességgel rendelkezik
(Blastydk Andras kozoletlen). Habar ezeket a fehérjéket nem taldltdk meg az izolalt Pc-
komplexekben, mégis valdszinusithetd, hogy felelosek a komplexek kihorgonyzdddsaért. Az
utobbi idoben két, eredetileg a TRX-csoportba sorolt fehérjér6l, a TRTHORAX-LIKE (TRL)
GAGA-faktorrél (Farkas és mtsai, 1994) és a ZESTE-16l (z) (Saurin és mtsai, 2001) is
feltételezik, hogy szerepet jatszik a PC-komplexek DNS-hez kapcsolasdban (Horard és mtsai,
2000).

A represszor fehérjék egymdssal valé kapcsolatinak, és a kiillonbozd POLYCOMB
represszor komplexeknek a megismerésével parhuzamosan zajlott a fenntarté mukodést
lehetdvé tévo cisz-hatdsi szekvenciaelemek, a PRE-k (Polycomb Reaktiv Elemek, vagy
eredeti angol neviikon Polycomb Response Element-ek, Simon és mtsai, 1993) azonositasa.
Ezen elemek megismerése is tobb tuton zajlott. Eldszor olyan kisméretli cisz-regulédtor
szekvencidkat kerestek lac-Z riportergént tartalmazé transzgenikus  konstrukciok
felhasznalasdval, amelyek a riportergén korai embriondlis enhanszerek altal kialakitott
szegment specifikus aktivitdsi mintdzatit POLYCOMB-fiiggd mddon képesek voltak fenntartani
(Simon és mtsai, 1990; Miiller és Bienz, 1991; Zang és Bienz, 1992; Busturia és Bienz, 1993;
Simon €és mtsai, 1993; Chan és mtsai, 1994). Bebizonyitottdk, hogy a PRE tartalmu
transzgének tetszoleges helyre torténo inszercidja képes ektopikus PC-G kotOhelyet 1étrehozni
az Oridskromoszomdn (Zink és mtsai, 1991; Chan és mtsai, 1994; Chiang és mtsai, 1995; Zink
és Paro, 1995). Az is kideriilt, hogy a PRE tartalmu transzgének represszalodnak, ha nem
tartalmaznak korai embriondlis enhanszereket. Ez a represszid pdrosodds-fiiggd, és
PoLycoMmB-érzékeny. Ha PRE-t és miniwhite riportergént tartalmazd, narancs szemszint
okoz6 transzgén beépiiléseket vizsgalunk, ezek parosodott dllapotban (homozigéta forméaban)

sokszor teljesen represszalédnak, amit a transzgénre homozigéta dllatok fehér szemszine
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jelez. A homozigétdk vildgos szemszine azonban Pc mutdns héattérben sotétebbé valik
(Fauvarque €s Dura, 1993; Chan és mtsai, 1994; Ginhard és Kaufman, 1995; Hagstrom és
mtsai, 1997). A kialakul6 represszi6é messzire terjed, még 6 kb tavolsagbol is képes a PRE a
vizsgalt promotert inaktivalni (Chan és mtsai, 1994).

A PRE-t tartalmaz6 transzgéneknek egy mdsik érdekes tulajdonsdgéra is fény deriilt:
ezeket a szekvencidkat tartalmazd P-elem konstrukciok embridba injektdlva hajlamosak
kromoszomalis PRE-k szomszédsagdba beépiilni (,,homing”: Fauvarque €s Dura, 1993;
Kassis, 1994; Chan és mtsai, 1994; Bender és Hudson, 2000). Az izolalt PRE szakaszok
tulajdonsagai tehét sok szempontbol megfelelnek azoknak az elképzeléseknek, melyek szerint
ezek a szekvencidk tobb fehérjébol &llo, kooperativan miikddd represszor komplexek
kialakuldsanak kiindulépontjai lehetnek.

Az eddig jellemzett PRE szakaszok néhdny szdz bazispar hosszusaguak, és
szerkezetiik meglehetdsen valtozatos. Sikeriilt azonban azonositani benniik egy konzervalt
szekvencia elemet (Mihaly és mtsai, 1997), amelyrdl bebizonyosodott, hogy a bizonyitottan
DNS-koté Pc-G tag, a PHO kotohelyének felel meg. Azok a kisérletek, amelyek a minimalis
PRE-k meghatarozdsara irdnyultak, arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a PRE-kat tobb
gyenge, egymassal kolcsonhatdsban all6 szekvencia-elem épiti fel, amelyek csak egyiittesen
képesek ellatni a teljes PRE funkciot (Poux €s mtsai, 1996). Ezt a hipotézist tdmasztja ald az a
megfigyelés is, hogy a genom kiilonbdz6 pontjain beépiilt azonos PRE szakaszt tartalmazdé
transzgenikus konstruktok inaktivalé képessége eltérhet (Fauvarque és Dura, 1993; Chan és
mtsai, 1994; Ginhard és Kaufman, 1995; Hagstrom és mtsai, 1997). Ez azt val6szintsiti, hogy
a beépiilt transzgenikus ,,f6” PRE-k kapcsolatba léphetnek és kiegésziilhetnek a beépiilés
kozelében 1évé genomikus ,mellék” PRE szakaszokkal, és ez nagymértékben
megvéltoztathatja tulajdonsdgaikat. Az egy adott PRE-t tartalmazé transzgenikus inszerten

kialakulé repressziét nemcsak a homolég kromoszéma azonos szakaszédra beépiilt ,,iker-
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inszert” jelenléte képes stabilizdlni, hanem bizonyos esetekben kiilonb6z6 helyre beépiilt
inszertek 1s eldsegitik egymas inaktivalé hatasat (Sigrist és Pirrotta, 1997; Miiller és mtsai,
1999).

2.2.6. A PRE-k és a PoLYCOMB-fehérjék in vivo kapcsolata

Egy nemrégiben kifejlesztett mddszer segitségével sikeriilt a PRE-rdl és az inaktivalo
PoLycoMB-komplexekrdl szerzett ismereteket Osszekapcsolni és kimutatni, hogy PRE-k
fizikailag asszocidltak bizonyos Pc-G fehérjékkel in vivo. Az X-ChIP (X-linked Chromatin
Immunoprecipitation) médszernek a segitségével sikeriilt bebizonyitani, hogy a BX-C cisz-
reguldtorain és mas géneken azonositott PRE szakaszok in vivo kovalensen keresztkdthetéek
bizonyos PC-G fehérjékkel (Strutt és mtsai, 1997; Orlando és mtsai, 1998). A PC-G fehérjék
sikeriilt kimutatni. Az is kideriilt, hogy az egyes PRE-k kiilonb6z6 Pc-G fehérjékkel
keresztkothetdok. Az engrailed PRE példaul koti a Pc, PH és PSc fehérjéket, mig a hasonl6
szabdlyozas alatt al16 invected PRE csak Pc-vel keresztkothetd (Strutt és Paro, 1997).

2.2.7. Az inaktiv allapot fenntartasanak médja

Az elozdekben megismert adatok birtokdban joggal mertiil fel a kérdés, hogy a cisz-
regulatorok PRE régidjdhoz k6t6do nagyméretli fehérjekomplexek milyen médon hozzédk 1étre
a sejtosztodasrdl sejtosztoddsra fennmaradd inaktiv éllapotot. Az elsd analdgiat egy mar
régebben ismert hasonl6 inaktivalo folyamat nyujtotta. Mar évtizedekkel kordbban leirtdk a
Pozici6 Effektus Variegaciéo (PEV) jelenségét (Baker, 1968), melynek lényege, hogy a
heterokromatikus kromoszémarégidk (tipikusan centromerek, vagy telomerek) kozelébe
keriil6 eukromatikus gének is inaktivalodnak (Spofford, 1967; Reuter és Wolff, 1981; Reuter
és mtsai, 1982). A jelenséget azzal magyaraztak, hogy a heterokromatinra jellemzd
kromatinszerkezet képes terjedni, midltal a heterokromatikus blokk kozelébe keriilt
eukromatikus régié erésen kondenzilt, inaktiv kromatinszerkezetet vesz fel, mely akadalyozza

az atirodast (Wallrath és Elgin, 1995). Ez az inaktivacié klondlis jellegti, ezért példaul a white
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gént a heterokromatin kozelébe hoz6 €és ezért annak részleges inaktivacidjat okozo

m4h

atrendezOdések (pl.: w™ ) piros-fehér mozaikfoltos szemszint okoznak (Reuter és mtsai,

1982). A w™*" mozaikos szemszint felhaszndlva azonositottak olyan mutécidkat, amelyek a
heterokromatin-fiiggd inaktiviciot befolyadsoljak. Azokat a mutaciokat, amelyek w
hattérben a szemszin sotétedését, tehdt a heterokromatinizicié terjedésének megakadalyozasat
okoztdk, PEV-szuppresszoroknak, az ellentétes hatasd, és ezdltal a szemszint vilagosito
muticidkat pedig PEV-enhanszereknek nevezték (Reuter és Wolff, 1981). A PEV-
szuppresszor hatdsi mutdciok koziil tobbrol sikeriilt bebizonyitani, hogy a heterokromatin
felépitésében részt vevo fehérjéket azonositanak (Eissenberg és mtsai, 1990). Ezek egyike a
HP1 nevii heterokromatikus protein kromodomént tartalmaz, s ezt a domént a PC fehérjében is
megtaléaltdk (Paro és Hogness, 1991). Ez vetette fel azt a lehetdséget, hogy a cisz-regulatorok
inaktivalodasa valdjdban egy lokdlis heterokromatinizacios jelenség (Paro, 1990). Eszerint a
cisz-regulatorok zart konformécidja a Polycomb-fehérjék egyiittmiikodé komplexe altal
létrehozott, kompakt kromatin-szerkezetet feltételez, ami akadalyozza az aktivdlé hatédsu
transzkripcids faktorok hozzaférését a cisz-reguldtoron beliil 1évd kotohelyeikhez, és végsod
soron megakaddlyozza a cisz-reguldtorok transzkripciés aktivald hatdsat az dltaluk
szabdalyozott homeotikus gén promoterén.

Az elképzelés aldtamasztisara kiillonbozo mdodszerekkel probaltik bizonyitani, hogy az
inaktiv cisz-reguldtorok fizikailag kevésbé hozzaférhetdek. Az elsé kisérlet a prométerek
hiperszenzitiv régidinak megjelenését jol kimutathaté restrikcids enzimhasitdsi mintdzat
kiilonbségeit vizsgalta az aktiv és inaktiv cisz-regulatorok kromatinjan (Schlosscher és mtsai,
1994). Ez a mddszer nem mutatott ki kiilonbséget az aktiv, illetve inaktiv allapot kozott. A
masodik prébdlkozds mar egy sokkal finomabb megkozelitést tett lehetévé. A szerzok
(McCall és Bender, 1996) egy P-elembe épitett, GAL-4 kotohelyeket tartalmazd lac-Z

UASlac—Z)’

riportergént ugrattak a BX-C bx régidjaba (bx amely onmagéban csak igen alacsony
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szinten, az adott cisz-reguldtornak megfeleld6 anterior hatarvonallal jellemezhetéen
expresszdlodott. Hidba hoztak létre az UASlac-Z elemeknek altalaban mindenhol eros
expressziot biztositd GAL-4 szintet, a bx"AS% csak a PS5-t6l hétrafelé elhelyezkedd
szelvényekben termelt lac-Z RNS-t. Polycomb mutans héttérben azonban ez az anterior

Y . 3 . . UASlac-Z
restrikcié megszlnt, Pc” homozigéta embriékban a bx™ ">

minden szelvényben megjelent a
lac-Z génterméke. Amikor génkonverzidval kicserélt€ék a beépiilt UAS szakaszt a kisméretl
virdlis T7 POLIMERAZ kotéhelyére, az ugyanazon helyen 1évo by 7ac2 beépiilés T7 POLIMERAZ
jelenlétében mindeniitt kifejezte a lac-Z-t. Tehat a kis méreti virdlis polimerdz az embrid
minden részén képes volt atirni a lac-Z-t, a GAL-4 altal a riportergén promoteréhez kotott,
nagyméretli POLIMERAZ-II holoenzim komplexszel ellentétben (amely természetes
koriilmények kozott a homeotikus gének atirdsat is végzi). Ez az eredmény arra utal, hogy a
cisz-regulatorok hozzaférhetdsége bizonyos szempontbol kiilonbozik azok aktiv, illetve
inaktiv dllapota esetében, de inaktiv édllapotban sem teljesen hozzaférhetetlenek (példaul a
kisméretli virdlis polimerdz szdméra).

Hasonl6 eredményt hozott az a kisérlet, amikor egy élesztd metildz Drosophilaba
juttatdsa utan vizsgaltdk a PRE-k metilalhatosdgat (Boivin és Dura, 1998). Koriilbeliil
kétszeres kiilonbséget taldltak a PC-G dltal represszilt, illetve a represszid aldl felszabadult
azonos PRE-k metiléltsagban, ami szintén kiilonb6z6 mértéki fizikai hozzaférhetdségre utal.
Fitzgeraldnak és Bendernek (2001) a BX-C tobb cisz-regulator szakaszaban sikeriilt aktivitas-
fliggd kiillonbséget kimutatni a vizsgalt régiok hozzaférhetdségében egy nyolcszorosara novelt

méretll T7-polimerdz, illetve a FLIP-rekombindz enzim felhasznéldsaval. Ezek a kiilonbségek

Pc-G mutans hattérben eltintek.
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2.2.8. Az inaktiv allapot kromatinszerkezeti alapjai

Azt, hogy milyen mddon csokkenti le a PoLycoOMB-fehérjekomplexek DNS-hez
kapcsolddasa az adott szakasz hozzéaférhetdségét, nem tudjuk pontosan, bar az errdl alkotott

képlink nagyon sokat finomodott az ut6bbi fél évtizedben.

2.7. abra Az egyes hiszton fehérjék elhelyezkedése a nukleoszoma szerkezetben egymdashoz és a koriiltekeredd
DNS fondlhoz képest

a.) Egyetlen nukleoszéma sematikus rajza. b.) A linker hiszton H1 molekuldk elhelyezkedése a 30nm-es
szolenoid szerkezetben.

Régen tudjuk, hogy az eukaridta sejtben 1évé méteres hosszisigi DNS fondl a
mindossze mikrométer nagysagrendil sejtmagba csak nagyon szoros csomagolédds esetében
férhet be. Ennek a csomagolddasnak elsodleges feltétele a DNS feltekeredése a nukleoszémak
magjat adé hiszton fehérjékre. A négy kiillonbozd (core) hiszton (H2A, H2B, H3, H4) altal

kialakitott kompakt szerkezet koré dltaldban 146 bp hosszusagi DNS tekeredik fel (2.7. dbra).

2.8. abra A DNS kettds spirdl ratekeredése a kiilonbozo hiszton molekuldkbél 6sszedllé nukleoszémara
Hiszton H2A roézsaszin zold, hiszton H2B sirga kék, hiszton H3 kék, hiszton H4 zold. A rendezetlen
elhelyezkedésli nukleoszéma farkakat a hozzdjuk tartoz6 hisztonnal azonos szinli fondl jelzi (Varga-Weisz, 2002
nyoman).
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A rontgenkrisztallografids szinten is ismert nukleoszoma szerkezetet (Luger és mitsai,

1997) a négy magi hiszton két-két példanya, és az egymashoz rendkiviil szorosan kotodo

nyolc bazikus hiszton fehérje koré tekeredd 146 bp hosszi DNS fonal hozza 1étre (2.8. abra).

A szerkezetet a hiszton oktameren belill kiilonbozd fehérje-fehérje kolcsonhatasok, mig a

hiszton mag és a DNS fonal kozt a fehérjék felszinén 1€v6 pozitiv t6lt€sli arginin és lizin

aminosavak és a DNS negativ t0ltésti cukor-foszfat gerince kozti elektrosztatikus

kolcsonhatdsok stabilizdljak. A hiszton fehérjék az eukariotak legkonzervéltabb fehérjéi kozé

tartoznak, a 136 aminosav hosszusagu Drosophila-, és az emberi H3 kozt minddssze négy

aminosav kiillonbség van. A hisztonok N-termindlis farki részbdl €s a nukleoszoma

alapstruktaragjat adé  C-termindlis
globuldris szakaszbdl allnak. A DNS
az oktamer stabil, globuldris hiszton
doménekbol allo, rendkiviil
konzervalt szerkezetli belsd részére
tekeredik fel, mig az erdsen pozitiv
toltésti  hiszton farkak  kiviilrdl
1éphetnek interakcioba a
feltekeredett DNS fonallal (2.8.
abra).

2.9. abra A kromatinszervezddés
kiilonbo6z6 szintjei
a.) A 2nm vastagsagu DNS kettds spirdl. b.)
A 1lnm vastagsigi nukleoszomdk koré
tekered6 DNS fondal. ¢.) A linker hiszton
segitségével stabilizdlédott 30nm-es fonal.
d) A hurokstruktura. e.) A metafizisos
kromoszémdk extrém kompakt szerkezete
(Wolpert: Principles of development cimii

konyve nyomdn).

PPNy =3
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A nukleoszémak onmagukban megakaddlyozhatjdk bizonyos szekvencia-specifikus
DNS-kotd fehérjék asszocidcigjat, és onmagukban a kromatin 6tszords tomordodését okozzak
(Kornberg és Lorch, 1999). A nukleoszomak és az 6sszekotd DNS szakaszok hozzdk 1étre az
elektronmikroszkoppal is megfigyelhetd 10nm vastagsigu ,,gyongyok a fondlon” (beads on
string) szerkezetet (2.9. dbra a.). Mar a DNS csomagolddasdnak ez az els6 szintje is erdsen
gatld hatdsu a génkifejezodésre nézve (Kingston és mtsai, 1996; Felsenfeld, 1986). A
csomagoldodas kovetkezd szintjét a H1 0sszekotd (linker) hisztonok hozzdk 1étre, amelyek a
nukleoszomakbol kilépd DNS szakaszhoz kotddnek, és egymdssal, valamint a H2A-val
kolcsonhatdsban alakitjdk ki a 30 nm &tmér6jli kromatin fonalat. A 1étrejové szolenoid
szerkezet (2.9. abra c.) belsejében taldlhatdak a H1 hisztonok (Yabuki és mtsai, 1982;
Graziano és mtsai, 1994). A kromatin szervez0dés magasabb szintjel kevésbé ismertek. A
jelenlegi modellek szerint az interfazisos sejtmagban a DNS egy fehérje matrixhoz (scaffold)
kot6dd hurok struktiraban stabilizalddik, ahol a nyomon kovethetd hurkok ki- és belépési
pontjai igen kozeliek a DNS vazon (Paulson és Laemmli, 1977), és az atlagos hurokméret
40kb kozeli (Benyajati és Worcel, 1976).

A hurokmodell szerint a DNS asszocidcidjat a vaz-strukturdhoz (scaffold) specialis
szekvencidk, SAR-ok (Scaffold Attachment Regions), vagy mas néven MAR-ok (Matrix
Attachment Regions) biztositjak, amelyek egyben el is szigetelik a szomszédos hurkokat. Egy
hurkon beliil azonos szabalyozds alatt 4116, és azonos kromatin szerkezetli gének taldlhatok,
mig a hatarol6 szekvencidkkal elvélasztott szomszédos hurkokban a génaktivitds kiilonbozhet
(2.9. ébra e.). A mitotikus kromoszémdk kondenzacidjaban tovabbi tomorodést 1étrehozo, de
még nem ismert kondenzacios folyamatok jatszanak szerepet (2.9. dbra f.).

A sejtmag szervezddése, a kromatinszerkezet €s a génszabdlyozds kapcsolatarél még
keveset tudunk, de biztosnak latszik, hogy a sejtmagnak pontosan meghatirozott belsé rendje

van. A kromoszomdk egymdshoz viszonyitott helyzete a sejtmagban mindig azonos (Nagele
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és mtsai, 1999; Visser és mtsai, 2000; Lukasova és mtsai, 2002; Tanabe és mtsai, 2002). A
homolég kromoszémék az interfizisban is egymds kozelében maradnak. A riboszomélis
gének transzkripcidja elkiiloniild kompartmentben torténik, a transzkripcidsan aktiv és az
inaktiv DNS szakaszok Aaltalaban is elvalasztédnak, a heterokromatin elkiiloniil az
eukromatintol, a telomerek a magmembranhoz horgonyzédnak (Kurz és mtsai, 1996; Mahy és
mtsai, 2002). Amikor a sejtciklus sordn a teljes DNS fonal replikalodik, a mitézis utdn a
sejtmag egész belso rendje is atadodik az utddsejteknek. Az interfazisos sejtmagban a PC-G
fehérjék dltaldban jellegzetes elkiiloniilt foltokban kotddnek a kromatinhoz (,,PC-G-body™:
Messmer és mtsai, 1992; Franke és mtsai, 1992; Buchenau és mtsai, 1998). A sejtciklus sordn
lokalizacigjuk valtozik, a mit6zis sordn nagy résziik (pl.: a PH 98%-a) disszocidl a
kromoszémakrdl és a citoplazmdban vérja be az osztddds befejezését, és ezutin
reasszocidlodik a kromatinnal. A sejtmagon beliil a transzkripcids aktivitds €s a PC-kotés
helye egyértelmiien elkiiloniil, ami represszalt kromatint tartalmazé domének létezését
tdmasztja ala (Buchenau és mtsai, 1998).

A kromatinszerkezet €s a génexpresszid szabalyozdsanak kapcsolata is nyilvanvaléva
valt az utébbi években, és ezt részleteiben is megismerhettiilk. Az inert gének, amelyek az
adott szovetben nem expresszdlodnak €s nem is indukdlhatok, a kromatin szintjén egy
kiterjedt, periodikusan rendezett nukleoszoma rendszerrel jellemezhetdk, és tovdbbi faktorok
szdmdara nem hozzaférhetdek. Az aktiv gének esetében a génszabdlyozasban fontos szerepet
jatsz6 promoéter €s enhanszer régiok altaldban nukleoszoma mentesek, amit az jelez, hogy
sokkal (kb. 1000-szer) érzékenyebbek in vivo aspecifikus DN-4z enzimek hasitdsdra (DN-4z
hiperszenzitivek). Valoszintsithetd, hogy az aktiv génszabdlyozasi folyamatokat medidl6
DNS-kot6 fehérjék mukodését altaldban akaddlyozza a kotOhelyeiket borité nukleoszémék
jelenléte. A sejtosztédds sordn azonban a szekvenciaspecifikus faktorok kotohelyei

felszabadulhatnak, és a nukleoszomdk a mar sikeresen kotdédott traszkripcids faktorok
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kozvetlen kozelében gyengébben kotddnek, ezért dltaldban hozzajuk képest poziciondlédnak
(Belikov és mtsai, 2000; Teng €s mtsai, 2001). Az interfazis sordn is lehetdség van - bizonyos
szigndlok hatdsdra - a mar k6tédott nukleoszomék aktiv eltdvolitdsdra, illetve elcsusztatasara.

A nukleoszomakat alkot6 hisztonok és a DNS egymdshoz val6 kotddésének erdsségét,
valamint a kialakul6 nukleoszoma elmozdithatosagat befolyasolja a DNS AT-gazdagsaga, és
az oktamer magjabol kilégd hiszton farkak (,.tail domens”) poszttranszlicids valtozdsai. A
nagy szazalékban adenint (A) és timint (T) tartalmaz6é DNS rovidebb szekvencidk konnyen
hajlithatéak, energia minimumot jelentenek a kialakul6 nukleoszomdk szaméra (Wasylyk és
mtsai, 1979; Travers és Klug, 1987; Stein és Bina, 1999). Hosszabb egybefiiggd AT
szakaszok kiilondsen erdsen hajlithatéak €s hasonlé okokbdl megkonnyitik a nukleoszomdk
elcsusztatasat is (Baldi és mtsai, 1996).

2.2.9. A hisztonok kovalens modositasainak szerepe a génregulacios folyamatokban: a
hiszton-kéd hipotézis

A nukleoszoma alapszerkezetében teljesen azonos magi hisztonok N-termindlis farki
doménjei acetildlodhatnak, foszforildlédhatnak, metildlodhatnak és ubiquitindlédhatnak. A
kiilonboz6 poszttranszlaciés modositasok hatdsira az eltérden modositott nukleoszomak mds
fehérjékkel kapcsolddhatnak és esetleg kiillonbdz6 tovabbi kovalens modositdsokon eshetnek
at. A nyolc hiszton fehérjét tartalmazé nukleoszoman beliil elméletileg tobb millié a farki
domének lehetséges kovalens modositdsainak kombinacidja.

A ,hiszton kod hipotézis” alapja az a felismerés, hogy a kiilonb6z6 modositott
nukleoszéma variansok mdésképp viselkedhetnek, mas és mds kromatinszerkezeti feladatot
lathatnak el (Strahl és Allis, 2000; Turner, 2000; 2.10. dbra). A hiszton kod miikodését néhdny
esetben mar sikeriilt megfejteni. A nukleoszomak DNS-hez valé kapcsolodasat katalizalo
fehérjék (Chromatin Assembly Faktor, CAF1) példdul csak bizonyos pozicidkban acetilélt
hisztonokat képesek beépiteni (Verreault és mtsai, 1996; Parthun és mtsai, 1996; Kauffman,

1996). A génaktivacié tobb esetben hiszton hiperacetildlédéssal és foszforilacioval jar egyiitt,
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mig a gének inaktivacigjat tobb esetben specifikus hiszton-metilacid kiséri a H3-K4, H3-K9,
és a H3-R17 pozicidkban (Jiwen és mtsai, 2002). A f6 heterokromatikus fehérje, a HP1, a
specifikusan metildlt H3-K9 hisztonon keresztiil kapcsolodik a kromatinhoz, és hoz 1étre
inaktivaciét (Bannister és mtsai, 2001; Jacobs és mtsai, 2001; Lachner és mtsai, 2001). A
mit6zis sordn a nukleoszomdk H3 és H2A hisztonjainak foszforildcigjara van sziikség a
maximalis kondenzaltsagi kromoszomak 1étrejottéhez a metafazisban (Gurley €s mtsai, 1974;
Barre és mtsai, 2001). A DOT] metil-transzferdz a H3 hiszton magi részén a 79. lizin
oldalldncon metildlva jarul hozza az aktiv kromatindomének kijeloléséhez (Ng és mtsai, 2002;

Van Leeuwen és mtsai, 2002).

N termini Meodification Associated Function
Resitlue: state protein/module
14 91014 18 23 28 ,
H3 Nessssssss  Unmodified  Sir3/Sir4/Tup1  Silencing
N; Acetylated Bromodomain Transcription
N P Acetylated ? : Histone deposition?
SMC/ = 2 e
N Phosphorylated Condensing? Mitosis/meiosis
N Phos/acetyl ? Transcription
S’ S’ s
N Methylated 9 Transcription?
combinations 3
H4 N&_B . Acetylated ? Transcription
N+ Acetylated RCAF? Histone deposition
! !
CENP-A N =————M Phosphorylated ? Mitosis
7 17 27

2.10. abra A hiszton-kéd hipotézis
Az egyes hiszton fehérjék néhany lehetséges kovalens médositasa és a médositasok feltételezett kovetkezményei
(Allis 2000 nyoman).

Egy transzgenikus UAS-t és BX-C cisz-reguldtor darabot tartalmazé transzgenikus
konstrukci6 esetében sikeriilt azt is bizonyitani, hogy az aktivdldsa az éridskromoszémékon

kimutathaté hiszton H4 acetildcidval jar egyiitt a beépiilés helyén. Ez a hiperacetilaci6 a
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fenntartds fazisdban is végig megmarad (Cavalli és Paro, 1999). A Kkisérlet alapjan
feltételezhetd, hogy az aktiv és inaktiv cisz-reguldtorokon 1évé nukleoszomdk kiilonb6zo
kovalensen modositott hisztonokat tartalmaznak.

2.2.10. Repressziés kromatinszerkezeti modellek

Tobb modellt is felallitottak annak magyarédzatira, hogy miképpen inaktivdljadk a PRE-
n kotédo kromatin fehérjék a cisz-reguldtorokat (2.11. dbra). A legrégebbi modell szerint a
kiillonb6zé PRE-n kotédd Pc-komplexek a kromatint szorosan becsomagoljik, és ezéltal a
transzkripcids faktorok szdmdra hozzéaférhetetlenné teszik azt, egy heterokromatin-szeri
kromatinszerkezet kialakitdsaval (Paro, 1990; Messmer és mtsai, 1992; Reuter és Spierer,
1992; 2.11. ébra a.). A modellt alditdmasztja, hogy tobb Pc-G gén egyben a PEV-et is
modositja. fgy az E(Pc) (Sinclair és mtsai, 1998) az E(z) (Laible és mtsai, 1997) és az Rpd3
(Chang és mtsai, 2001) PEV-szuppresszor (azaz a heterokromatikus blokk kozelébe keriilt
white gén represszaldsdban, a heterokromatin tovabbterjedésében jatszik szerepet).

A modell ellen sz6l azonban, hogy a sejtmagon beliil a PC-G fehérjék kotddése nem
esik egybe a nagy DNS koncentricidji, erdsen heterokromatinizalt kompartmentekkel
(Buchenau és mtsai, 1998), illetve a represszalt szakaszokban nem sikeriilt nagyobb mérték
kiilonbséget kimutatni az érintett DNS szakasz feltekeredettségében, illetve a kromatin fonal
hozzaférhetoségében (Schlossherr és mtsai, 1994; Fitzgerald és Bender, 2001).

Egy masik modell szerint, melyet kihurkol6édas vagy enhanszer interferencia (,,Jooping
or enhancer interference”) néven ismeriink, kiterjedt DNS szakaszok csomagolédasanak
megvaltoztatdsa nélkiil is elképzelhetd az enhanszer-prométer interakciok gatlasa akar csak
néhany, megfeleléen poziciondlt represszor komplex segitségével (Pirrotta és Rastelli, 1994;
Bienz és Miiller, 1995; Simon, 1995; 2.11. abra b.).

Egy hasonld, tovabbfejlesztett elképzelés szerint (hop and skip) a {6 és a mellék PRE-

kon szervez6do egyiittmiikodd komplexek tovabbi asszocidcidja épit fel egy enhanszer-
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promoter kapcsolatot gatld szerkezetet, az érintett DNS szakasz teljes lefedése nélkiil (Sigrist

és Pirrotta,1997; Pirrotta, 1998).

a Inaccessible chromatin PcG
structure

Remodelling
factor

¢ Recruitment to repressive domain

Nuclear domain

2.11. abra. A PoLYCOMB-fiiggd transzkripcids represszié néhany egyszerii modellje

a.) A nukleoszéma mozgaté- és transzkripciés faktorok szdmdra hozzaférhetetlen, heterokromatin-szerii
,becsomagolt” kromatinszerkezet 1étrehozdsa. b.) A PRE-kon kialakul6 Pc-komplexek és az aktivator szerep(i
szabdlyozé régiok (enhanszerek, promoterek) kozvetlen kolcsonhatisa a semleges kromatinszakaszok
kihurkoléddsa mellett. c.) A represszdlt kromatin régiok megfeleld inaktiv kromatindoménekbe torténd
asszocidcidja. A kékkel jelzett nukleoszomak a PRE szakaszokat, a pirossal jelzett nukleoszoma a prométert
szimbolizdlja, a PC-komplexek sotétkékek, az aktivatorok és a POLIMERAZ II holoenzim komplex z4ld szinnel
van jelezve. (Francis és Kingston 2001 alapjén).

A eddigi elképzelésektdl kiilonbozik a kompartmentalizdcids modell. Ez felveti azt a
lehetéséget, hogy a Pc-komplexek kotddése a célszekvencidkat az inaktiv nukledris
kompartmenthez horgonyozza. gy az inaktivdlandé célgének egy olyan szubnukledris
kompartmentbe gylilnek 0ssze, ami megakaddlyozza a transzkripcids faktorok, illetve az RNS
polimerazIl holoenzim komplex hozzaférését (Paro, 1993; Felsenfeld, 1996; Schlosherr és

mtsai, 1994; Strouboulis és Wolffe, 1996; 2.11. abra c.).
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Az tjonnan izoldlt PoLycoMB REPRESSIVE COMPLEX 1 (PRCI1) biokémiai
mukodésének vizsgalata (Shao és mtsai, 1999) az el6zéekhez képest egyszeriibb modellhez
szakaszt elfoglal6 kritikus nukleoszéma jelenléte dnmagédban is blokkolhatja a transzkripcids
komplex miikddését. A PRC1-ben azonositott PC fehérje fiiggetlen kisérletek szerint valéban
képes a nukleoszomat kotni (Breiling és mtsai, 1999). A tisztitott PRC1 komplex pedig in
vitro képes kolcsonhatasba 1épni a nukleoszomakkal boritott mesters€ges DNS szakasszal és
ATP felhasznaldsdval stabilizdlni egy olyan Kkiterjedt nukleoszoma rendszert, amelyet a
nukleoszomak 4tépitésére képes SWI/SNF-komplex nem képes megbontani (Shao és mtsai,
1999).

Egy 0 Pc-G tag, a dMi-2 izolalasa vetette fel a hiszton-deacetilacids modell
hipotézisét (Kehle és mtsai, 1998). A dMi-2 genetikai interakciét mutat a hunchback
represszorral, emellett a Pc fenotipikus enhanszere is. Biokémiai kisérletek szerint az dMi-2,
olyan ATP-koté fehérjét kodol, ami tobb hiszton deacetildz komplexben is azonositottak
(Wade és mtsai, 1998; Zang €és mtsai, 1998). Az DMI-2-t tartalmazé komplex képes a H3 és
H4 hisztonok amino-termindlis farki doménjének deacetildcidjéra, illetve ATP-fliggd
nukleoszoma atépitd aktivitdsa is van (Zang és mtsai, 1998). Mivel az érintett hiszton-farkak
deacetildcidja mas rendszerekben is a repressziv kromatin konformdacié megjelenését jelzi
(Mizzen és Allis, 1998; Struhl, 1998), lehetséges, hogy a cisz-regulatorok represszidja
Osszefiigg a nukleoszémdk hipoacetilalt 4llapotdval, mig az aktiv PRE szakaszokon
elhelyezkedd nukleoszomdk, az aktiv promoétereken 1évd nukleoszomdkhoz hasonléan
hiperacetilaltak. A dMi-2 mellett djabban egy masik tipusu deacetilazrdl, a HDACI-r6l
(Chang és mtsai, 2001) is kideriilt, hogy Pc enhanszer fenotipusa van, fizikailag képes a PC

kotésére, és az oridskromoszéman specifikus, a Pc-vel atfedd helyekre kotddik.
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Jelenlegi elképzeléseink szerint az egylittmikodo PC-G fehérjék kiilonbozo osszetételi
nagymolsulya komplexei, egyrészt DNS-koto fehérjék segitségével, masrészt a kromatin-
struktdra alapjat alkoté nukleoszomak kotésén keresztiil asszocidlodnak a PRE szakaszokhoz.
Oly moédon represszalnak, hogy a nukleoszomak specidlis kovalens médositasat katalizaljak,
illetve az enhanszer-prométer kapcsolatot megakadalyozd, vagy a POLIMERAZ-II holoenzim
komplex hozzaférését és muikodését lehetetlenné té€vo, stabil, zart kromatin konformaciot
hoznak létre.

2.3. A CISZ-REGULATOROK AKTiV ALLAPOTANAK FENNTARTASA
Az cisz-regulatorok aktiv édllapotat a TRX-G fehérjék tartjdk fenn (2.12. dbra). A

trithorax-tipusu (rx-G) mutdciok pontosan ellentétes hatdsuak, mint a Pc-G mutaciok.

Silencing factor
a Maintenance L . b Activator
factors
Wﬂ} %
PRE/TRE

2.12. abra. A PoLyCcOMB-fiiggé epigenetikus represszi6 és a TRX-fiiggé epigenetikus aktivécié kialakuldsa és
kolcsonhatdsai

a.) Nukleoszoma mozgato- és transzkripcidés faktorok szdmdra hozzaférhetetlen, heterokromatin-szerii
,becsomagolt” kromatinszerkezet 1étrehozdsa. b.) Korai aktivdlé faktorok miikodése biztositja az epigenetikus
aktivald faktorok kotodését, amelyek képesek megakadalyozni az adott kromatin-régié represszidjat. A kékkel
jelzett nukleoszomdk a PRE szakaszokhoz kotédnek, a narancs szinii nukleoszoma a prométer szakaszon
helyezkednek el. A Pc-komplexek sotétkékek, a trx-komplexek vildgoskékek, az aktivatorok és a polimeraz II
holoenzim komplex z6ld szinnel van jelezve. (Francis és Kingston, 2001 alapjan).

A fejlodés eldrehaladtaval ugyanis frx-G mutdnsokban a cisz-regulatorok végiil
minden szelvényben inaktivdlédnak (15-17 stddiumid embridkban), ennek megfeleléen a

szabdlyozott homeotikus gének represszalédnak (2.12. dbra). Végeredményben a BX-C 4ltal
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koédolt mindhdrom homeotikus fehérjének, illetve az ANT-C 4ltal kddolt DFD, SCR és ANTP
fehérjéknek a szintje egyarant lecsokken (Mazo és mtsai, 1990; Breen és Harte, 1993).
Heterozigota trx-G mutdnsokban a homeotikus gének funkcidvesztését tobb szelvényre
kiterjedd, anterior irdnyu homeotikus transzformaciok jelzik. Jellemz6 a szex fésii redukcidja,
a billér szarny irdnyba torténd transzformdcidja, apikalis szOrok megjelenése az elsd €s
harmadik labon, illetve a normdlisan sotét 6todik abdomindlis szelvény kivildgosodasa,
addiciondlis hetedik szelvény megjelenése, valamint a szdrtelen hatodik sterniten az 6todik
sternitre jellemzo szorok felbukkandsa (Lewis, 1968; Castelli-Gair 1998; 2.6. dbra).

2.3.1. A trx-csoportba tartozé gének azonositasa muslicaban

A trithorax-csoportot klasszikus genetikai alapon definidltdk. Azokat a géneket
tekintik a 7rx-G tagjanak (2.2. tabldzat), amelyeknek:

(1.) mutdnsaiban a homeotikus gének aktiv 4llapotdnak fenntartdsa karosodik
(megfeleld homeotikus fenotipusok jelennek meg, vagy legaldbbis kimutathaté homeotikus
génexpresszid-csokkenés)

(2.) a trx-G mutansok erdsitik egymds homeotikus fenotipusat

(3.) a trx-G mutdnsok szuppresszaljdk a Pc-G mutdnsok 4altal okozott funkcidvesztéses
homeotikus fenotipusokat (pl. esc fenotipust) (Shearn, 1989).

A TRX-G fehérjék transzkripcids aktivadld szerepe azonban a PC-G-vel szemben nem
kizardlag fenntart6 jellegli, hidnyukban a BX-C aktivécidjanak inicidcidja is kdrosodik (Breen
és Harte, 1991, 1993; Brizuela és mtsai, 1994).

A trithorax-csoportba tartozé mutdnsokat (2.2. Tébldzat) a fenti kritériumok alapjin
tervezett mutansizolalasi kisérletekben azonositottak (Kennison és Tamkun, 1988; Breen és
Harte, 1993; Kennison, 1993, 1995; Pirrotta, 1995, Gildea és mtsai, 2000). A kdédolt

fehérjéket a transzkripcios aktivitas epigenetikus fenntartoinak tartjuk (Tamkun, 1995; Simon,
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1995). Az azonositott trx-G génekrdl kideriilt, hogy homoldgjaik minden magasabbrend(i

szervezetben eléfordulnak és funkcidjuk evoluciosan konzervélt (Hanson és mtsai, 1999).

A trithorax-csoportba tartozo6 gének

trx-G gén neve roviditése helye allélok
szama

absent, small, or homeotic discsl | ashl 76B8-9 34
absent, small, or homeotic discs2 | ash2 96A13 20
brahma brm 72C1 36
Jfemale sterile (1) homoeotic fs(1)h 7D2-3 23
imitation SWI Iswi 49B10 13
kismet kis 21B4-6 67
kohtalo kto 76D1 6
little imaginal discs lid 26B2 4
modifier of mdg4 mod(mdg4) | 93D8-9 41
moira mor 89A11 14
nejire nej 87F7-9 20
osa osa 90C1-2 37
sallimus sls 62C2 49
skuld skd 4
Snf5-relatedl Snrl 83A4 8
Suppressor of Polycomb at 37D | Su(Pc)37D 37D2-5 2
taranis tara 89B13-15
Trithorax-like Trl 70F4 27
trithorax-related trr 2B14 4
trithorax trx 88B1 98
urdur urd 87F12-15 |3
verthandi vtd S8OF 24

2.2. tablazat. A trithorax-csoportba tartozé ismert gének
A trithorax-mutdciok neve, roviditése, helye és az ismert mutans allélok szdma

2.3.2. A TRX-rendszer mikodésére felallitott modellek

A TRX-rendszer mukodésének mechanizmusa sokkal kevésbé ismert, mint az
inaktival6 POLYCOMB-rendszeré. A kromatin aktiv allapotanak kialakuladsat és fenntartasit
alapvetden két irdnybdl probaljak felderiteni.

Az egyik a genetikai megkozelités, mely a folyamatban részt vevd regulator-géneket
mutans fenotipusuk alapjdn azonositja. A gén altal meghatdrozott funkcié kiesésének
kovetkezményeit minél pontosabban jellemezve, genetikai interakcidk vizsgdlataval, majd a

gén klonozésa és a muticio jellemzése utdn az ismert konzervalt domének, illetve az ismert
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funkcidji egylittmikodd partnerek alapjan hipotézist allitanak fel a fehérje mukodésére,
illetve a mutédns fenotipus okdnak meghatdrozasara. A vad és muténs fehérje kifejezodésének,
miuikodésének, lokalizacidjanak Osszehasonlitdsaval, mennyiségének, ha lehetséges, térben és
idében pontosan meghatdrozott ndvelésével, vagy csokkentésével, valamint tovabbi genetikai,
sejtbioldgiai, és biokémiai mddszerekkel ellendrzik a klasszikus genetikai kisérletek alapjin
felallitott hipotéziseket.

A maésik megkozelités meghatdrozott in vitro aktivitdssal rendelkez6, vagy mar ismert
fehérjékkel egyiittmiikod6 faktorok izolalasan alapul (Papoulas és mtsai, 1998). Az izolalt
faktorok vagy komplexek pontos biokémiai jellemzése, katalitikus aktivitdsuk, egymashoz
vagy szubsztratjukhoz val6 kotddésiik vizsgélata, illetve a tisztitott fehérjék szekvendlasa utan
a biokémiai analizis is a génekhez jut vissza. Az in vitro biokémiai funkci6 alapjan hipotézist
allitotanak fel az in vivo szerepre vonatkozolag, melyet specidlis in vivo mddszerek, illetve
célzottan 1étrehozott mutdnsok segitségével igyekeznek bizonyitani.

Genetikai adatok, és a jelenlegi biokémiai ismereteink egyarant azt sugalljdk, hogy a
TRITHORAX-csoportba tartoz6 fehérjék mikodésiiket nem egyetlen, hanem inkdbb egymads
mellett 1étezd, redundans miikodést, fiiggetlen fehérje-komplexekben latjak el (Papoulas és
mtsai, 1998).

2.3.3. SET-doménnel rendelkezé TRX-G fehérjék

A trx gén maga bonyolult szovet-, paraszegment- €s promoter-specifikus hatdssal van
a homeotikus gének expresszidjara (Breen és Harte, 1993). Homérséklet-érzékeny allélok
alkalmazdsédval bebizonyosodott, hogy a TRX fehérjére mar az embrionalis fejléddés 0-4 6rdig
tarté szakaszdban is sziikség van, és a korai TRX hidny kovetkezményei késobb mar nem
kompenzalhatéak (Ingham és Whittle, 1980). A TRX specifikus helyekre kotddik az
oridaskromoszémdakon (Kuzin és mtsai, 1994; Chinwalla és mtsai, 1995), amelyek részben

atfednek egy masik TRX-G tag, az absent small and homeotic discsl (ashl) génr6l ir6do
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fehérje kotdhelyeivel (Tripoulas €s mtsai, 1996). A 108 leirt ASHI1-kotOhelybdl csak 23 kot
TRX-et is, de a TRX kotddése erdsen redukalodik egy homérséklet-érzékeny allélt (ashl o)
tartalmazo héttérben restriktiv homérsékleten (Tripoulas és mtsai, 1996), ami arra utal, hogy a
TRX és AsHI kozott funkciondlis kapcsolat lehet.

A trx és az ashl klonozasa utin bebizonyosodott, hogy szekvencia szinten is
hasonlitanak egymashoz (Mazo és mtsai, 1990; Breen és Harte, 1991; LaJeunesse €s mitsai,
1995; Tripoulas €s mtsai, 1996). Mindkét fehérjében megtalalhaté az AT-horog (AT-hook),
PHD-uj; (PHD-finger), és a PEST-szekvencidk mellett egy SET-doménnek nevezett,
megkozelitdleg 130 bp hosszu konzervélt szekvencia részlet is. A SET-domén nevét arrdl a
harom kiilonb6z0, kromatinhoz kapcsoléd6é miikodéssel rendelkezd génrdl kapta (Suppressor
of variegation 3-9, Enhancer of zeste, trithorax), amelyben eloszor irtdk le mint erdsen
konzervalt szekvenciat (Mazo és mtsai, 1990; Breen és Harte, 1991; Jones és Gelbart, 1993;
Tschiersch és mtsai, 1994). Az is kidertilt, hogy a TRX és az ASHI1 fehérje képes egymadssal (in
vitro) kolcsonhatdsba 1épni a SET doménen keresztiil (Rozovskaia és mtsai, 1999).

Sikeriilt azonositani a bxd régidban egy rovid DNS szakaszt, amelyhez a TRX és az
ASH1 fehérje specifikusan képes kotddni és az adott rovid bxd szekvenciat tartalmazé
transzgenikus rendszerben a riportergént aktivalni. Ezt a DNS szakaszt Trithorax Reaktiv
Elemnek (Trithorax Response Element), roviditve TRE-nak nevezték el (Rozovskaia és mtsai,
1999).

A SET-domént az eml6sokben, a novényekben, st a baktériumban is megtalaltak; a
jelenleg ismert SET domén tartalmi fehérjék szama 600 feletti. A SET domént tartalmazo
fehérjéknek altaldban a génaktivitds szabdlyozdsdhoz van koziik (Jenuwein €s mtsai, 1998), de
a domén pontos funkciéjarél sokdig semmit sem tudtunk. Az elsd felismerés az volt, hogy
szamos novényi SET domént tartalmazé fehérje Protein-Metil Transzferdznak (PRMT)

bizonyult (Klein és Houtz, 1995; Zeng €és mtsai, 1998). Ezek utdn bizonyitottdk, hogy a
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human SU-VAR39H, és ennek S. pombe homologja (CLR-4) egyarant sajat metil-transzferaz
aktivitast mutat. Kiilonosen fontos, hogy a SU-VAR-3-9H specifikusan metildlja a hiszton H3-
at a 9. lizin aminosavon (H3K9), és ehhez a specifikus aktivitishoz a SET domén jelenléte
alapvetden fontos (Rea és mtsai, 2000). Bar a TRX és az E(zZ) fehérjéknek sokaig nem sikeriilt
hiszton-metil-transzferdz aktivitdsat kimutatni (Rea és mtsai, 2000; Jenuwewein, 2001),
lehetséges, hogy a SET-régi6 szerepe a specifikus hiszton-kotés. Legujabban sikeriilt
bizonyitani, hogy a TRX fehérje valéban asszocidlodik a nukleoszémakkal, sot, ez a kotés a
SET doménen keresztiil torténik, sziikkség van hozza a hiszton farkakra és specifikus a H3 és
H4 hisztonokra (Katsani és mtsai, 2001). A TRX SET doménjében egy erdsen konzervalt
glicin (Gasgo1) szerinre cserélése homozigéta allapotban homeotikus fenotipust eredményez
(Stassen €s mtsai, 1995). A keletkezett pontmutacio (trx”'"y amellett, hogy stilyos homeotikus
transzformaciokhoz vezet, hemizigéta allapotban babletdlis (Breen, 1999). A mutaci
beépitése a TRX SET doménbe in vitro er6sen lecsokkenti a hiszton kotést (Katsani és mtsai,
2001). A TRX élesztd homologjaban (SETIP), az anal6g pontmutacié a telomerikus silencing
zavaradhoz vezet (Nislow €s mtsai, 1997), tovabbi tdmogatast nyudjtva annak a hipotézisnek,
hogy a SET domén adott része valoban erosen konzervalt szerepll, és ez Osszefligg annak
hiszton kot6 képességével.

2.3.4. Hiszton-metil-transzferaz aktivitasi TRX-G fehérjék és komplexek

A TRITHORAX-csoportba tartozé masik SET-domént tartalmazo6 fehérjérdl az ASH1-r6l
a legutébbi idékben kideriilt, hogy hiszton-metil-transzferdz aktivitdssal rendelkezik (Beisel
és mtsai, 2002). Bebizonyosodott, hogy az ASHI1 fehérje képes a hiszton H3 4-es és 9-es lizin
aminosavanak metildldsa mellett a hiszton H4 20-as pozicidju lizinjét is metildlni. Az emlitett
trivalens metilacié Osszetett szerepet tolt be. A H3-K4 metilacié megakadédlyozza a PC és a
P55 inaktivalé fehérjék interakcidjat az ASH1 dltal aktivélt szabalyozé szakaszokkal, mig a

H4-K20 metilacié a HP1 interakciot gatolja. Emellet a H3-K4, K9 metildcio egyiittes jelenléte
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interakcids felszint biztosit az aktivdlé szerepli BRAHMA-komplex kotddéséhez. In vivo
kromatin immuno-precipiticids kisérletek bizonyitottdk, hogy a harmadik labdiszkuszban
bekovetkezd ASHI-fliggd Ubx aktivacié a promoter régié kornyezetében a H3-K4, K9
metilacidjdval jar (Beisel és mtsai 2002).

Petruk és munkatdrsai (2001) izolaltak egy a TRX fehérjét tartalmaz6 komplex-et,
melyet trithorax acetilaciés komplexnek neveztek el (Trithorax Acetylation Complex: TAC1).
A komplex tartalmazza a TRX, a NEJ (dCBP), és a SBF fehérjéket. A CBP-hez hasonl6 médon
a TACl képes a nukleoszomak magi hisztonjainak acetildcidjara, valOsziniisitve azt a
feltételezést, hogy ez az acetilaiciés mukodés sziikséges a génaktivitds epigenetikus
megOrzéshez. Azt taldltdk, hogy a dCBP és az SBFI fehérje sok, mar ismert TRX kotOhelyen
specifikusan kapcsolddik a nydlmirigy oridskromoszomakhoz, igy a BX-C-nek megfelelo
helyen is. Ismert, hogy a trx génben bekovetkez6 mutaciok csokkentik az Ubx aktivitast. A
szerzOk bebizonyitottdk, hogy a dCBP fehérjét kodolé gén mutacidja szintén csokkenti mind
az endogén Ubx aktivitdst, mind az Ubx regulator régié szabdlyozasa alatt all6 transzgén
aktivitdsit. A TRX, a dCBP, és a SBFl egymassal fizikai kapcsolatban éllnak, és
egyiittmiikodnek a homeotikus génaktivitds szabédlyozasédban.

2.3.5. Nukleoszomak mozgatasara képes komplexek

Bizonyos TRX-G fehérjékrol bebizonyosodott, hogy nukleoszémdk mozgatisara képes,
evoldciésan konzervalt komplexek alkotéi, €s szerepiik a génmiikddés szabdlyozdsdban
altalanos. Igy a Drosophila brm, mor, osa és snfl génekrél kiderilt, hogy az élesztd
parosodasi-csoport valtist (mating-type switch) befolydsolé (Switch: SWI), illetve specidlis
indukdlhaté enzimek aktivitdsat befolydsolé (Sucrose Non Fermenting SNF) komplexek
tagjaival rokon fehérjéket kodolnak (Carlson és mtsai, 1984; Neigeborn és Carlson, 1984;
Elfring és mtsai, 1994; Collins és mtsai, 1999; Dingwall és mtsai, 1995). Miikddésiikben is

rokon komplexek élesztdben (Gavin €s mtsai, 2001) és emberben is (Phelan €s mtsai, 1999) a
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nukleoszomaknak a koréjiik tekert DNS-hez képesti elmozduldsat katalizaljak. A 2 MDa
mérett  SWI/SNF komplexek viszonylag kis szdmban vannak jelen a sejtben
(élesztosejtenként kb. 100 komplex) és szamos gén aktivitdsanak regulacidjaban vesznek részt
(Sudarsanam és mtsai, 2000), de a nukleoszOmak mozgatasara mas Osszetétellt ATP-fiiggd
komplexek is képesek (Peterson, 2000). Mig fenti tipusu komplexek ATP-4z alegységei a
bromodomén tartalmu SWI2/SNF2 (brm) homologok, addig mds komplexekben mds tipusu
DNS-fiiggd ATP-azok vesznek részt. Az ISWI-tipusi ATP-dzok SANT-domént, a CHD-
tipusu enzimek, mint példaul az MiI-2 chromo-domént és cink-ujjakat (PHD-finger)
tartalmaznak (Peterson, 2000). A kiilonboz6 ATP-azt haszndlé komplexek biokémiai
tulajdonsdgaikban és a nukleoszoma &atépités mechanizmusédban is kiillonboznek egymaéstol
(Boyer és mtsai, 2000; Brehm €s mtsai, 2000; Guschin és mtsai, 2000).

A Drosophila Iswi gén mutdcidja nagyon gyenge hatdssal van a homeotikus
génmukoddésre (Deuring és mtsai, 2000). Biokémiailag azonban sikeriilt harom ISWI tartalmu
nukleoszéma &tépitd komplexet izoldlni Drosophila embrié kivonatb6l. A Nucleosome
Remodeling Factor, NURF (Tsukiyama €s mtsai, 1995, Tsukiyama és Wu, 1995), az ATP-
dependent Chromatin-Assembly and -remodeling Factor, ACF (Ito és mtsai, 1997) és a
Chromatin Accessibility Complex, CHRAC (Varga-Weisz €és mtsai, 1997). komplexek ATP-
az egysége egyarant az 6nallo nukleoszOma mozgatasra is képes ISWI (Corona és mtsai,
1999).

Er6s homeotikus fenotipusa van a biokémiailag legkorabban azonositott transzkripcids
aktivator, a szekvenciaspecifikus DNS kotésre képes GAGA-faktort kodold Trithorax-like
(Trl) gén mutansainak (Farkas és mtsai, 1994). A GAGA-faktor kotohelyei megtalalhatoak a
BX-C homeotikus génjeinek promoterein, és in vitro a fehérje képes az Ubx gén aktivitdsdnak
fokozaséara (Biggin és Tijan 1988; Soeller és mtsai, 1993; Granok és mtsai, 1995;). A GAGA-

faktornak biztosan szerepe van nukleoszoma mentes DNS szakaszok létrehozdsaban és
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fenntartdsaban (Tsukiyama és mtsai,1994). A BX-C-ben nemcsak promoter kozeli aktivator
elemek, hanem tobb ismert PRE szakasz is tobbszoros GAGA kotohelyeket tartalmaz. Ezért a

GAGA faktornak szerepe lehet az aktival6 és az inaktivalo rendszer miikodésében egyardnt.

2.4. AZ ENHANCER OF ZESTE GEN SZEREPE A KROMATINSZERKEZET
KIALAKITASABAN

Az E(z) gén kozel szaz alléljat kiilonbozé céllal tervezett mutdnsizoldlasi
rendszerekben azonositottdk. Bizonyos allélokat a sejtciklus-folyamatok megzavaroddsat
tikkrozd kis imagindlis diszkuszt hordoz6 késdi larvalis-, kora-bab letélis fenotipusuk alapjan
(Shearn és mtsai, 1971), mdsokat a parosodas-fiiggd zeste-white interakciot domindns médon
befolydsolé mutacidkként azonositottak (Kalisch és Rasmuson, 1974; Shearn, 1974), tobb
allél alacsony mitotikus indexet és hibds kromoszéma szegregaciot okoz (Phillips és Shearn,
1990). A funkcidvesztéses allélkombinaciok Pc-fenotipustak (Jones és Gelbart, 1990; Phillips
és Shearn, 1990), viszont az altalunk izolélt funkcidnyeréses allél, €s emellett mds hipomorf
hoérzékeny allélok is trx-szerli fenotipust mutatnak (Bajusz és mitsai, 2001; kozdletlen
adatok). Az allélok teljesen uj csoportjét jelentik az antimorf nanos-szuppresszorok, amelyek
a korai embriogenezis sordn a materndlis gap-gén reguldcié szintjén hatnak (Pelegri és
Lehman, 1994). HOmérséklet-érzékeny allélok segitségével sikeriilt kideriteni, hogy a
normdlis E(z) fehérje hianya a petefejlodés korai (5. stddium) ledlldsahoz vezet (Phillips és
Shearn, 1990). Mindezek mellett tobb E(z) allélr6l bizonyitottdk, hogy a
heterokromatinizacios folyamatokban is szerepet jatszik, hiszen PEV-mddosité hatdsuk van
(Laible és mtsai, 1997).

A gén neve az elsoként izolalt allél zeste-fenotipusra gyakorolt hatdsét jelzi. A vad
ZESTE fehérje a white gén DNS-koto transzkripcios faktora, a zeste' mutdns allél (z') pedig
olyan funkcionyeréses mutacio, amely homozigota allapotban inaktivalja a white gént (Gans
1953; Jack és Judd 1979; Gelbart és Wu 1982; Zachar, Chapman és Bingham 1985; Pirrotta,

1995). Ezért 7' hattérben a két parosodo, vad white kopidt tartalmazé nostények szemszine
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vilagos narancssarga, a himeké pedig piros (a white gén a himekben nem parosodhat, mert a
csak egyetlen kopidban jelen 1év6 X-kromoszomaén taldlhato).

Az Enhancer of zeste gén elsOként izolalt, késobb funkcionyerésesnek bizonyuld
alléjat, az E(z) !_et (Kalisch és Rasmuson, 1974) azon tulajdonsaga alapjan taldltdk meg, hogy
képes a zeste' homozigéta ndstények narancs szemszinét tovabb vildgositani, és himekben is
dominanssd teszi a zeste’ allél szemszinre gyakorolt hatdsat. Az elsoként izolalt allél tehét a Z
medialt parosodas-fiiggd inaktivaciot, egyfajta kromatinszintli repressziot erositett. Az elsd
funkcionyerésesnek bizonyul6 allél revertdnsaiként allitottdk el a funkcidvesztéses allélokat
az E(z)' himek barna szemszinének megsziinése, vad piros szemszinné alakulédsa alapjan. Az
igy keletkezett revertdnsok tiizetesebb vizsgalata azt mutatta, hogy a funkcidnyeréses zeste-
enhanszer fenotipus nem csupdn revertdlt, hanem a keletkezett ) muticidk zeste-
szuppresszorok. EbbOl az kovetkezik, hogy a white génen 7 héttérben 1étrejovo
inaktivaciohoz sziikséges a vad E(z) fehérje. Valgjdban tehdt a fehérje a tobbi zeste-
szuppresszorhoz hasonl6 represszor funkciot 14t el. A zeste-interaktor gének koziil tobbrol,
koztik az E(z)-r6l is bebizonyosodott, hogy a bithorax-komplex inaktiv 4allapotdnak
fenntartdsaban hasonl6 epigenetikus represszor szerepet jatszanak (Wu és mtsai, 1989; Jones
és Gelbart, 1990; Adler és mtsai, 1989; Soto és mtsai, 1995; Wu és Howe, 1995).

Az E(z) gén amorf alléljai gyenge domindns poszterior transzformdciokat mutatnak, és
homozigéta dllapotban dltalaban korai babletdlisak. Az E(z) egyik antimorf allélje, az E(z >
egyértelmii dominéns poszterior irdnyu homeotikus transzformécidkat mutat. A kikeld allatok
kozel egyharmada a mésodik pér labon is szex fésilit hordoz. Az E(z)** allélra homozigéta
anyakat restriktiv hdmérsékleten petéztetve olyan erdsen transzformalt embridkat nyerhetiink,
amelyeknek minden szelvénye a leghdtsé potrohszelvényre (AS8) hasonlit, és embriondlis
korban elpusztulnak (Wu és mtsai, 1989; Phillips és Shearn 1990), ami tipikus ,,Polycomb”

fenotipus.
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Kideriilt, hogy az E(z) fehérjének a poszterior gap-gének HUNCHBACK dltal kialakitott
represszidjdnak tovédbbi fenntartdsdban is van szerepe. Pelegri és Lehmann izoldlta a nos-

son

szuppresszor E(z)™" allélokat. Kisérletiik alapja az volt, hogy olyan mutéicidkat kerestek,

amelyek a hb™nos" Inos™” embrick fenotipusat szuppresszaljak, azokat életképessé és

M allélok mellett mas rendszerekben izolalt ismert

fertilissé teszik. Az izolalt antimorf E(z)
funkcidvesztéses E(z) alléloknak is szignifikdns nos-szuppresszor hatasat sikeriilt kimutatniuk

(Pelegri és Lehman, 1994). Mindezek alapjan bizvast allithatjuk, hogy az E(z) fehérje éltal

medialt kromatin folyamatok sokrétliek €s kdzponti jelentdségliek.

A dolgozat tirgydhoz szorosan nem kapcsol6dd, de annak megértését megkdnnyitd
tovabbi altaldnos informdcidkat, terjedelmi okokbdl a Fiiggelékben helyeztem el, a kékkel
jelzett hivatkozdsok internetes linkeket tartalmaznak az emlitett génekhez, doménekhez,

egyéb addicionalis informéciéforrasokhoz.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. DROSOPHILA TENYESZET ES TORZSEK

A Drosophila torzsek fenntartdsdhoz szokasos élesztds-kukoricadards muslica taptalajt
haszndaltunk. A taptalaj penészedését 0,53 % propionsav €s 0,053 % foszforsav hozzdadasa
gatolja. Azokban a kisérletekben, ahol a n-butirdt hatdsit vizsgdltuk, a propionsavat és
foszforsavat 0, 15% Tegosept M-mel helyettesitettiik. A megadott koncentracidju n-butiratot
(Merck) 2M koncentracidji pH6.8 vizes oldatbol mértiik bele a médiumba, miutdn annak
homérséklete 57°C ald csokkent. (Reuter és mtsai, 1982). A petéztetéseket almaszorpot
tartalmaz6 taptalajon végeztiik. Kisérleteinket altalaban 25°C-on en masse végeztiik, az ettdl
valo eltérést az adott kisérlet leirasdanal kiilon jelezziik. A keresztezésekhez hasznalt torzsek
leirasat Lindsley és Zimm 1992-es munkdja tartalmazza, els6 emlitésiikkor és a roviditések
jegyzékében internetes linkeket hordoznak, szamitégépen kozvetleniil elérhetdk, vagy
kikereshetoek a www. flybase @indiana.edu weboldalon.

3.2. ALTALANOS MODSZEREK

3.2.1. EMS mutagenezis

Fab-7'/Fab-7' homozigéta himeket 6 6ra €heztetés utdn 0,025M etil-metan-szulfonétot
(EMS) tartalmazo6 1%-os cukoroldattal etettiink 6t 6rdn at. A kezelés utdn a kezelt himeket 50-
es csoportokban 50 szliz Oregon-R ndstényhez kereszteztiik. Megkozelitdleg 80000 utédot
vizsgdltunk at.
3.2.2. Komplementaci6 ismert, frithorax-csoportba tartozé mutansokkal

A Trithorax-mimic mutici0 komplementéicids analiziséhez felhaszndltuk az ismert
harmadik kromoszémas trithorax gének hozzaférhetd amorf mutansait (Df(3R)red-P93, brmz,
osaz, morl, vdt4, urdz, ktol, ashl* asth, snr]Pl, slsl, Tr R85). A Trm egyetlen ismert trx-

csoportba tartoz6 mutdcioval sem volt letalis, de a Df(3R)red-P93, brmz, osaz, és ash]zz,
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ash2’ mutdciok transz-helyzetben a trithorax fenotipus erdsodéséhez és az életképesség
csokkenéséhez vezettek.

3.2.3. Rontgen-reverzio6

A rontgensugdrral végrehajtott mutagenezis az erds domindns fenotipust mutatd
Trithorax-mimic mutéacié revertdldsira szolgalt. A besugarzast Trithorax-mimic/TM6 Tb
himeken végeztiik (4000 rad, 1000 rad/ perc, 0,5 mm aluminium szlrd). A mutagenizalt
himeket TM3 Sb Ser/TM6 Tb nostényekkel kereszteztiik. A domindns fenotipust nem mutat6
egyedeket szelektdltuk. A fenotipusos reverziét okozé ) mutdcidkat kromoszémara
lokalizaltuk majd torzsbe allitottuk. A mutdns torzseket citoldgiailag, ismert E(z) allélokkal
torténd komplementacidval és genom Southern-analizissel vizsgaltuk.

3.2.4. A letalfazis meghatarozasa

Az eredeti Trm mutacio, €és az izolalt revertansok letalfazisat TM6 Tbh balanszer felett
allapitottuk meg. A homozigéta dllatok normadlis méretli hosszi larvak és bdbok, mig a
heterozigétik a balanszeren 1€vé domindns Tb marker-mutdcié jelenléte miatt rovidek. Az
eredeti izoldtum embriondlis letalitdst mutatott, hosszi larvdk és babok egydltalin nem
jelentek meg, és a lerakott peték kozott sosem taldltunk homeotikusan transzformaéltakat. A
késobbiekben ru h th st sr e ca homozigéta életképes térképezd torzs segitségével sikeriilt
meiotikus rekombindcidval eltavolitani a Trm-kozeli, embriondlis letalitasért felelos hattér-
mutéciot (2.2.10.1). Az igy megtisztitott 7rm izolatum homozigéta allapotban késdi, pharat
adult letalitast mutatott. Az izolalt revertansok az eredeti izolatummal embrionalis letalisak,
mig a rekombindnssal pharat adult letalisak, a Trm revertdns/Trm rekombinans kombindciokat
a Trm homozig6tandl enyhébb mértékii homeotikus transzforméciok jellemzik.

3.2.5. Nyalmirigy kromoszémapreparatum készités

A harmadik kromoszémian mutdciét hordoz6é balanszeres himeket ebony/ebony
sziizekhez kereszteztiikk. A hasznélt balanszer kromoszomak mindegyike hordozta az ebony

markergént, amely homozigéta formdban a larvék eliils6 trachea nyildsanak megsotétedését
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okozza. A vildgosabb trachea nyildsu 1arvakbol készitettiink kromoszéma prepardtumot, mert
ezek a vizsgdland6 mutdns kromoszomdt egy dtrendezddést nem mutatd kromoszomaval
szemben hordozzak (mutdciolebony).

A vizsgalathoz joltiplélt, naponta atrazott fioldkon rendszeresen élesztovel etetett,
18°C-on novesztett, harmadik stddiumos vandorlé larvakra van sziikség. A larvakbdl egy
csepp 45%-os, frissen készitett ecetsavban, szilikonizalt tairgylemezen, 6vatosan kiboncoltuk a
nydlmirigyeket, amelyek ez alatt az 1d6 alatt fixdloédtak is. Majd a nydlmirigyeket
nedveskamraban, tejsav €s 60% ecetsav 1:1 ardnyu keverékében 2% orceint tartalmazé csepp
aljara helyezve 15-20 percig festettiik. Ezutan orceint nem tartalmazé tobbszords mennyiségl
tejsavas-ecetsavas oldattal valo higitdssal mossuk a nyédlmirigyeket, majd egy gondosan
letisztitott szilikonizdlt targylemezre, egy csepp tiszta tejsavas-ecetsavba helyezziik Oket.
Fedolemezzel buborékmentesen lefedjiik a preparatumot. SzlrOpapirral eltdvolitjuk a
felesleges folyadékot, majd hiivelykujjal, egyetlen erdteljes mozdulattal szétnyomjuk a
nydlmirigyeket. A lefedett preparatumot a feddlemezt koromlakkal vastagon korbefestve
légmentesen lezdarjuk és  faziskontraszt mikroszképpal vizsgéljuk. A prepardtumot
szobahdmérsékleten tirolva, 1-2 honapig hasznélhatjuk.

3.2.6. Az E(z)"™ nos-szuppressziéjanak vizsgalatahoz alkalmazott petéztetés

Az E(z)"™ allél nos fenotipust szuppresszalé hatdsdnak megallapitisdhoz Lehmann és
Pelegri (1994) E(z)*" allélokra kidolgozott mddszerét adaptaltuk, hogy a mar vizsgalt E(z)
allélokkal Osszevethetd adatokat kapjunk. 30-100 megfeleld genotipusi 1-3 napos sziiz
nostényt 50 Oregon-R himhez kereszteztiink, majd almaszorpos taptalajon 5 cm atmérdji
Petri-csészéken, 25°C-on petéztettiink. A petéztetd taptalaj feliiletére stiri élesztdoldat-csikot
kentiink, és a legyek bejuttatdsa utdn a petéztetd eternit csoveket a Petri-csészékhez

ragasztottuk, majd sotét, csendes helyen 6 oraig petéztettiink. A petéztetd Petri-csészét 6
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oranként cseréltiik, a régieket 25°C-on tovabbi 20-24 drat inkubaltuk, majd a teljesen kifejlett
embridk kutikuldjat vizsgaltuk.

Lehmann és Pelegri (1994) megéllapitottak, hogy a nos-szuppresszor fenotipus
penetrancidja a ndstények oregedésével csokken, ezért a petéztetéshez csak 6 napnal fiatalabb
nostényeket hasznaltunk.

3.2.7. Embrionalis kutikula preparatum készitése

A petéztetés kezdete utdn 22 6rdval az embridkat nedves ecsettel eltavolitottuk a
taptalaj felszinérdl, egy kisméretli szitdban gyijtottiik Ossze és csapvizzel tisztara mostuk.
Majd 0,5%-os Chlorox oldattal (10-szeres higitds) fél percig inkubaltuk, hogy eltdvolitsuk a
chorionburkot és csapvizzel oblitettiik. A felesleges vizet leitattuk az embridkrél, majd alig
nedves ecsettel kb 50-es csoportokban, targylemezre csoppentett tejsavas Hoyers-médiumba
(1: 1 tejsav Hoyers) helyeztiik 4t (Wieschaus és Niisslein-Volhard, 1986). A preparatumot
lefedtiik és 65°C-os termosztalt lapon feltisztuldsig inkubdltuk, majd 200-szoros nagyitasnal,
faziskontraszt mikroszképpal, felhizott kondenzor mellett hatdroztuk meg az abdomindlis
szelvények szamat az egyes embridkban.

3.2.8. Adult kutikula preparatumok készitése

A kutikula prepardtumok elkészitéséhez Duncan (1982) moddszerének modositott
formdjat hasznaltuk. A preparalasra szant allatokat glicerin és 96%-os etil-alkohol 3:1 térfogat
ardnyu keverékében tdroltuk. A prepardlas megkezdése elott a potrohot legalabb 5 percre
96%-0s alkoholba helyeztilk. A kutikula megkeményedése utin az abdoment egy éles
hagyomanyos borotvapengével a hit kozepén dvatosan kettévagtuk anélkiil, hogy a sterniteket
atvagtuk volna, majd a kettévagott abdomeneket legalabb 10 percre glicerinbe helyeztiik. Az
ily médon megpuhitott, kettévagott kitines kiiltakarordl eltavolitottuk a beleket és trachedkat,
majd vatosan szétteritettiik a félbevagott tergiteket. A prepardtumot targylemezre cseppentett
egy csepp 10%-os KOH-ba helyeztiik at. Gondos kiigazitds utdn az abdomindlis kiiltakar6t

lefedtiik, és fél o6rara 51°C-os termosztalt lapra helyeztiik. Ezutdn a feltisztult preparatumot
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desztillalt vizzel dvatosan leusztattuk egy kisméretli Petri csészébe. A ledsztatott, kisimult
kiiltakarét kiils6 oldallal felfelé egy csepp Hoyers-médiumba helyeztiik t, lenyomtuk a csepp
aljara, buborékmentesen lefedtiikk, majd néhany 6rara visszahelyeztiik 51°C-os termosztalt
lapra, elobb suly nélkiil, majd 15 perc eltelte utdn egy kisebb suly segitségével tovabb simitva.
A preparatum pormentes helyen, szobahdmérsékleten hosszu ideig tarolhato.

3.2.9. A Trithorax-mimic mutans genetikai interakcioinak vizsgalata
3.2.9.1. Adult fenotipusos interakciok vizsgalata

Az E(z)'™ torzsek életképessége és fertilitisa rossz. Ugy talaltuk, hogy idével
hajlamosak spontdn megjelend szuppresszorok felhalmozasédra genetikai hétteriikben, melyek
életképességiiket és fertilitdsukat novelik. Az E(z) régiét a TM6 Th nem balanszirozza
tokéletesen, ezért a mutécid kis frekvencidval kirekombindl, és gyenge életképessége miatt
kiszelektalodik. Ezért tobb fiiggetlen vonalat tartottunk fenn, a kisérletekhez lehetéleg a TM3
Sb Ser balanszeres vonalakat hasznaltuk, melyek fenotipusit folyamatosan ellendriztiik, és
csak az eredeti fenotipust megdérzd vonalakat hasznéltuk tovédbbi kisérleteinkben. Az
interakcids keresztezésekben a tesztelendd gének ismert, lehetleg funkcidvesztéses alléljait

T
_mel.

mindkét irdnybol kereszteztiik E(z)
A kikelé legyeket a kelés teljes idStartama alatt tobbszor gytjtottiik. Ugyeltiink a
tulnépesedés elkeriilésére, €s arra, hogy a frissen kikel6 legyek ne ragadjanak a tptalajba. Ez

Trm

kiillonosen akkor fontos, amikor a vizsgalt interakcids partner az E(z)" " eredetileg is erds

Trm

trithorax fenotipusat és redukalt életképességét tovabb sulyosbitja. Az E(z) " -et és a vizsgalt
potencidlis interaktor muticiot, illetve balanszerét tartalmazé allatokat vdlogattuk, majd az
allatokon a kovetkezd trithorax-szerl transzformaciokat vizsgéltuk: az els6 és harmadik 1dbon
megjelend ektopikus apikalis szoroket, a billér szarny irdnyu transzformacidjat, a prothoraxon
és a metathoraxon megjelend, normadlisan szintén csak a mesothoraxra jellemzd, ektopikus

sternopleurdlis széroket illetve a normélisan teljesen sotét 5. abdomindlis tergiten vildgosabb

klénok megjelenését. Lehetdleg minkét nembdl legaldbb 50-50 transzheterozigéta allatot
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analizéltunk. Gyengébb, kétséges hatasu mutaciok sziikségessé tették a vizsgdlt egyedek
szdmanak emelését a tapasztalt kiilonbség szignifikancidjdnak megéllapitasa érdekében. A
Trm-et hordoz6 dllatok azonositdsat minden esetben kétségtelenné tette, hogy domindnsan
markerelt E(z)T”"Fab—7] kromoszémat hordozé torzset hasznaltuk az interakcids
keresztezésekhez.

Homeotikus transzformaciok kvantitativ  jellemzése érdekében a konnyen
szamszerlsithetd l4btranszformécidkat hasznaltuk. Hogy a kvantitativ analizist lehetdvé
tegyiik, minden vizsgalt genotipus esetében megszamoltuk az elsd és harmadik ldbon nulla,
egy, illetve két apikalis szOrrel rendelkezd allatok szdmat, mely az adott szelvényeknek a
masodik potrohszelvény irdnydba torténd transzformadcidjat jelentette. Az apikalis szOrok
megjelenésének penetrancidjat egy adott transzheterozigéta kombinacid esetében a
transzformaciot mutatd labak/Osszes vizsgalt lab szazalékdban adtuk meg. Sulyosabb
transzforméciot jelzett a billér szdrny irdnyd transzformdcidja, illetve ektopikus
sternopleurdlis szorok megjelenése. Ezen transzformdacidk penetrancidjat hasonl6képpen a
transzforméaciot mutato oldal /0sszes vizsgalt testoldal %-aban adtuk meg.

A tergittranszforméciok jellemzésére egy haromlépcsds empirikus skélat allitottunk
fel. A nulla szint egy kozel vad tipust, alapvetden fekete (nem, vagy alig transzformadlt) 5.
tegitet jelentett, melyen csak kisméretli szétszort vildgos foltok lehettek a tergit eliilsd
szegélyén. Egyes szintre az olyan 5. tergitii legyeket soroltuk, melyeknél a tergitnek
koriilbeliil egyharmadat boritottdk a vildgos klénok (az E(z)""/+ himek tilnyomé tobbsége
ilyen fenotipust mutat). Kettes szintre azokat a himeket soroltuk, akiknél a tergit tobb mint
felét Osszefiiggd nagy kiterjedésti vildgos klonok boritottdk. A besorolds utdn a labakhoz
hasonlé penetrancia kiértékelést alkalmaztunk. Még suilyosabb a megjelend fenotipus, ha az
E(z)"™ homozigéta illetve hemizigéta dllapotban van jelen. Ebben az esetben a rendkiviil

erdsen transzformalt allatok kifejlédnek ugyan, de képtelenek kimdszni a babborbol. Ezeket a
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pharat-adult allatokat 7h markermutaciét hordoz6 balanszerek mellett ki tudtuk vélasztani,
majd teljesen pigmentdlt dllapotban Ovatosan, Ordscsipesszel kiemeltiik a babborbol és a
maguktdl kikeld allatokhoz hasonlé paraméterek alapjan jellemeztiik.

Tobb esetben tapasztaltunk a balanszer kromoszéma fenotipustbefolydsold hatasat,
ezért kisérleteinkben a szuppresszor, illetve enhanszer hatds erésségét az E(z)""/Oregon-R
kombinaci6hoz viszonyitva adtuk meg.

3.2.9.2. Az embrionalis nos-szuppresszor fenotipus vizsgalata

Az E(z)""hb™nos”” rekombindnsnak a nos fenotipust médosité hatdsat vizsgaltuk
E(2)""hb™nos" nos" e,  E(z)""hb™nos" " /E(z) " nos"e,  E(z)""hb"™nos" /E(z)*"*nos" e,
E(2)""hb™nos" /E(z)* " nos™’e transzheterozigéta ndstényektdl és Oregon-R himektdl
szdrmazé embrik abdomindlis fenotipusdnak jellemzésével. Az E(z)*" ' nos”’e/TM3, E(z)*"™
nos™’e/TM3, E(z)“nos“’e/TM3 torzseket Ruth Lehman bocsdtotta rendelkezésiinkre. Az
E(z)""™hb™nos"’HNI és HN2 jelii rekombinansit pedig a 3.2.10.3 pontban leirtak szerint
hoztuk 1étre.

A megfeleld transzheterozigdta ndstény kombindcidkat a fent leirt torzsek
keresztezésével hoztuk l1étre. A megfeleld genotipusu ndstényeket négyoranként gyijtottiik, és
azonnal Oregon-R himekkel kereszteztiik. A keresztezéseket egy éjszakan keresztiil tivegen
etettilk, majd tovdbbi maximum 5 napig petéztettiik a 3.2.6. pontban leirtak szerint. A 22-28
ords embriokbol a 3.2.7. pontban leirtak szerint kutikula prepardtumot készitettiink. A
mikroszképosan vizsgélt embridkat harom fenotipusos kategéridba soroltuk. A haromndl
kevesebb abdomindlis szelvénnyel rendelkezd embridkat ,,nem szuppresszaltaknak”, a 3-7
abdomindlis szelvénnyel rendelkezOket ,,szuppresszdltaknak” a 8 ldthaté abdomindlis
szelvénylieket pedig ,vad’-aknak neveztik. A nos-szuppresszi0 penetrancigjit a
»szuppresszalt” és ,,vad” fenotipust embridk egyiittes szdmanak €s az 0sszes vizsgalt embrid

szamanak hanyadosédval jellemeztik. Annak érdekében, hogy az E(z) nos
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rekombindnsra kapott eredményeink Osszevethetéek legyenek az ismert E(z)*"

allélok sajat
nos-szuppresszor hatdsdra vonatkozé eredményekkel, konrollként megvizsgaltuk az
E(z) " nos e/hb™nos™”  E(z)*“nos*’ e/hb"™nos"’, E(2)*"nos™ e/hb™nos", illetve
E(z) " nos emos™’e,  E(z)'"“nos~’emos”’e,  E(z)""nos~’emos*’e  kombindciok  nos-
szuppresszor hatdsiat is az elozéekkel pirhuzamosan, ugyanolyan koriilmények melletti
petéztetésekben. Ellendriztiik a nos™ e/nos"’e illetve nos™’e/hb™ nos"’ nostényektdl szarmazo
utddok fenotipusit is.

3.2.10. Rekombinacidval elallitott kromoszomak

3.2.10.1. A Trm kromoszéma megtisztitasa a masodlagos mutacioktol

A Trithorax-mimic (Trm) mutans eredeti izolatuma késoéi embridletalitdst mutatott
homozigéta formaban. A mutdci6 az E(z) lokuszt atfedd Df(3L)Ixd delécidval, és
funkcidvesztéses E(z) allélokkal pharat adult letdlisnak bizonyult. A revertdnsok az &4tfedd
delécioval és E(z) pontmutidnsokkal bébletdlisok voltak. A Trithorax-mimic mutins és
revertansai mindig embridletélisak, ezért valdszinlinek tlint, hogy az eredetileg izoldlt mutans
kromoszéman mdsodlagos, korai letalitdst eredményezd fiiggetlen mutacid, vagy muticidok
talalhatok.

Mivel fontos volt a mutdns sajat homozigéta fenotipusdnak ismerete, ezért meiotikus
rekombindciéval tisztitottuk meg a mutdns kromoszémat a mdsodlagos mutdciéktél. E(z)™™
Fab-7'/TM3 himeket el8szr ru h th st cu sr e ca/ru h th st cu sr e ca sziizekhez (Torzsszam:
BL-576), majd a kikeld E(z)"™Fab-7'/ru h th st cu sr e ca sziiz néstényeket ru h th st cu sr Pri
e ca/TM6 Ubx himekkel kereszteztiik. A masodik keresztezés (F2) utdédai kozott a domindns
markert és a mutdcio altal érintett régiot (68B) jobbrdl €s balrdl hatdrol6 markerek legaldbb
egyikét (th, st) mutaté utédokat vdalasztottunk ki. A jelolt rekombindns himeket egyesével
TM3SbSer/TM6 Tbh nostényekhez kereszteztiik, majd a kikeld rekombindns/TM6Tb himeket

E(z)"™revertdns/ TM6 Tb sziizekhez kereszteztik. A Th mutdciét nem hordozé (tehét

revertdns/rekombindns), hosszi babok megjelenése jelezte a korai letalitdst okozd muticid
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eltiinését az E(z)"™

kromoszémardl. Az ilyen, az E(z )T’m revertansokkal késoi letalitast mutatd
rekombinansokat a megfeleld kettds balanszeres keresztezésbol kikelo
rekombindns/TM3SbSer balanszert hordoz6 sziizek és himek egymas kozti keresztezésével
allitottuk torzsbe, €s ezek sajat homozigéta fenotipusat illetve a kiillonbozé rekombindns

vonalak egymassal adott fenotipusat vizsgéltuk.

3.2.10.2. E(z)"™ €211 rekombinansok létrehozasa

Trm

Ahhoz, hogy a Ppl-87B foszfatdznak a homozigéta E(z)"" mutdns fenotipusdra
gyakorolt hatdsat vizsgdlni tudjuk, sziikséges volt E(z)"™Ppl rekombindnsok elé4llitésa.
Legkivanatosabbnak egy molekuldrisan ismert null allél, a PpI®’® génen beliili molekuldris
deléciét hordozd e211 (87Bg-3) rekombindldsa tlint egy madsodlagos letdlis mutédcidktol
megszabaditott, recessziven markerelt E(z)"™ homozigéta pharat adult kromoszémdra. Ennek
megfelelden az E(z)"™ st sr e (rec4)! TM3 Sb Ser himeket ¢211/TM3 Sb Ser sziizekhez, majd
a kikeld E(z)"™ st sr e | 211 néstényeket ru h th st cu sr Pri e ca/TM6 Ubx himekhez
kereszteztiik. Az F2 generdciéban PpI®’” citolégiai régi6t hatdrolé markerek (sr e) legaldbb
egyikének eltiinésére, de az E(z)""™-hez igen kozel esd st marker jelenlétére kerestiink, és a
jelolt himeket TM3 Sb Ser/TM6 Tb sziizekhez keresztezve torzset alapitottunk.

A rekombindns vonalakat Ppl®’P-t dtfedé Df(3R)E079, illetve az E(z) gént atfedd
Df(3L)E(z)IR3 deficiencidval ellendriztiik. Az egyik deficiencidval sem komplementalo

vonalakat hasznaltuk a tovabbi kisérletekhez.

3.2.10.3. E(z)"™ hb™™nos™ rekombinansok létrehozasa

Lehmann és Pelegri (1994) nos-szuppresszor izolalasi kisérletében nos™’

kromoszéman indukdltak muticiokat és ezek nos-szuppresszor hatdsat hb™nos"”
kromoszémaval szemben vizsgaltdk. Mivel mi nemcsak arra voltunk kivédncsiak, hogyan hat
. Y Trm L7,y 7M, L7 P . < . L

az altalunk izolalt E(z) a nos'/hb""nos™” anydktdl szdrmazd embriok abdominélis
son L7

fenotipusdra, hanem arra is, hogyan modositja a fenti szerzOk 4ltal izolélt E(z)™" nos

kromoszomat tartalmazé antimorf E(z) allélok nos-szuppresszor hatdsat, ezért sziikség volt
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E(z)"™ hb™nos" rekombindnsok létrehozédsdra. A rekombindciéhoz E(z)"™Fab-7'/TM3 Sb
Ser néstényeket hb"nos"’/TM3 Sb Ser himekkel, majd a kikeld E(z)"™"Fab-7'/hb™nos"’
nostényeket TM3 Sb Ser/TM6 D’ himekkel kereszteztiink. A kikels F2 himek koziil a nem
Fab-7' fenotipusd, de domindns E(z)"”™ fenotipust mutaté egyedeket egyenként torzsbe
allitottuk, majd koziilik a hb™-t nem komplementdlé rekombindnsokat teszteltiik tovabb
nos™-lel. Tt a kikeld rekombindns/nos™ sziizeket Oregon-R himekkel kereszteztiik, és az
ilyen koriilmények kozott sterilnek mutatkozé rekombinédnsokat tartottuk meg.

3.2.11. PRE szakaszt tartalmazé P-elemek ugratasa

Homozigéta parosodéds-érzékeny iab-7 PRE-t tartalmazé inszertet hordozé w/w; +/+;
FI2/F12. sziizeket kereszteztiink transzpozdz-forrdsként szolgdlé w/Y; Df(3r)C7ry>/A2-
3ry"TM3 himekhez. Az utédok koziil az inszertek ugrasat lehetévé tevd F12/Y; A2-3ry"TM3
himeket kiilon-kiilon w/w; SM6/Sp; TM3/CxD sziizekhez kereszteztiink, majd a szemszint
mutaté utédokbdl fiiggetlen torzseket alapitottunk. Az izoldlt 76 fiiggetlen vonal koziil 46%
volt letdlis, 14% nem mutatott parosodés-fiiggd inaktivaciot, mig 38% parosodas-fiiggdnek
bizonyult. A homozigéta allapotban kikeld inszerteknek tehat kdzel haromnegyede mutatott
parosodas-fiiggd inaktivaciot.

Hasonlé médon végeztiik a rovidebb iab-7 PRE szakaszt hordozé inszert ugratdsat is.
w/w, +/+; H2I/H21. sziizeket kereszteztink w/Y; A2-3Cy/Sp; TM3/CxD himekhez. Az
utédok koziil a w/Y; A2-3 Cy/+; H21/TM3 és a w/Y; A2-3Cy/+; H21/CxD himeket kiilon-
kiilon w/w; SM6/Sp; TM3/CxD sziizekhez kereszteztiink majd a szemszint mutaté6 TM3/CxD
genotipusu utédokbdl térzset alapitottunk.

Mindkét esetben a miniwhite riportergént hordozé allatok szemszine alapjan a P-
elemet kromoszomadra térképeztiik. A fliggetlen vonalakbol torzseket alapitottunk és a
heterozigéta és homozigéta dllatok szemszinének Osszehasonlitdsa utdn a parosodas-érzékeny

vonalakat tartottuk fenn és hasznéltuk fel az interakcids vizsgalatokhoz.
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3.3. IMMUNOLOGIAI, MOLEKULARIS BIOLOGIAI, BIOKEMIAI MODSZEREK
3.3.1. Larvalis ériaskromoszémak immunohisztokémiai festése

A larvalis oridskromoszomékat 18°C-on naponta atrazott €s etetett keresztezésekbol
szdrmaz6 vad tipusi és z'w™/+; E(z)""IDf(3R)E(z)"™™ véandorlé larvakbdl allitottuk els. A
megfeleld genotipusd larvdk kivédlasztisa utdn a nydlmirigyeket egyenként 3,7%-os
formaldehidet és 50% ecetsavat tartalmazd vizes oldatban boncoltuk ki. Gondosan
megtisztitott Super Frost targylemezre helyeztiik dket, 10ul boncolé oldatban 10x10 mm-es
tiszta szilikonizdlt feddlemezzel lefedtiikk. Itatéspapirral letakartuk, majd elébb
gumikalapdccsal iitogetve, majd egyetlen nagy erejii nyomdssal szétteritettiik. A preparatumot
faziskontraszt mikroszkdp alatt ellendriztiik, majd amennyiben a kromoszémdak kelléen
kiteriiltek, a preparatumot folyékony nitrogénbe martottuk, és a fedélemezt szikével, egyetlen
erdteljes mozdulattal lepattintottuk. A lepattintds utdn a prepardtumot 1XPBS oldatban
taroltuk, €s még ugyanazon a napon felhasznéltuk.

A prepardtumokat affinitds-tisztitott nyudl poliklondlis anti-E(z) elsodleges
ellenanyaggal (Carrington és Jones 1996) inkubaltuk. A primer ellenanyag aspecifikus
komponenseit 6t Df(3R)E(z)"™ homozigéta larvaval valé preinkubaciéval, 200 pl-nyi 1:100-
szoros higitasi PBS-oldatban (150 mM NaCl, 16 mM Na,HPO,, 4 mM NaH,PO,4 PH 7,3) egy
egész éjszakan at 4°C-on tavolitottuk el. Masnap a larvamaradvanyokat lecentrifugaltuk és a
feliiliszot higitottuk tovabb. A primer ellenanyagot lemezenként 10 pl mennyiségben 1: 1000
ardnyban 1 6rdig alkalmaztuk szobahdmérsékleten. 30 perces festokadban torténd mosds utan
(PBS + 0,2 % np-40 és 0,2% Tween-20) a lemezeket kecskében termelt anti-nyil IgG
ellenanyag 1:5000-szeres higitasdval inkubaltuk 2 6éran 4t szobahémérsékleten. Ujra mostuk
30 percig, majd streptavidinnel konjugélt torma-peroxiddz 1: 1000-szeres PBS oldataval
inkubdltuk egy Ordt tovdbbra is szobahOmérsékleten. Ezutdn 5 percig inkubdltuk a

festopufferrel (0,1 M citromsav, 0,05M ammonium acetat PH 5,7 NH4,OH-val bedllitva). Majd
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ramértiik a lemezekre a 10 pl frissen készitett festdelegyet. A festéelegyet 980 pl festopuffer,
20 ul DAB-oldat (25mg /ml torzsoldat, végsé koncentracié 0,5 mg/ml 0,1 M TRIS PH 7,5-
ben oldva) 2ml H,0, (30%-os torzsoldatbdl 0,06% végs6é koncentraciora éllitottunk be). Az
el6hivast mikroszk6p alatt ellendriztiik, a szigndl megjelenése utan a lemezeket 1xPBT-vel
haromszor oblitettiik.

3.3.2. Kompetens sejtek készitése

A kompetens sejtek készitéséhez XLI-Blue Escherichia coli torzset haszndltunk fel. A
kompetens sejt elddllitdshoz az Inoue modszert hasznaltuk (Inoue, 1990), a sejteket -80°C-on
taroltuk.

3.3.3. A mutans allélok szekvenalasa

Az eredeti E(z )7 allél szekvendldsat Rick Jones laboratériumaban a mds E(z) allélok
szekvendlasahoz kifejlesztett primer készlet alkalmazaséaval (Jones és Gelbart 1993) végeztiik
el hemizigéta E(z)"™/Df(3L)E(z)"™ larvakbdl amplifikdlt DNS felhaszndldsaval. A teljes
ko6dolo régiot mindkét szdlon megszekvendltuk.

A Princetoni Egyetemen Tony Greenberg altal izolalt fiiggetlen allélt homozigdta
larvabol a SET-domén régiot amplifikalé 5" GCTGTCGCTGCAAGGCTCAG (SETS) és 3
GGAGCACAAGAGTCGCCAAAGAAC (SET3) primerek segitségével végeztiik el
(denaturacié: 96°C 2 perc 1x; denaturdcié 95°C 40 mp, annealing: 61.5 °C 40 mp,
amplifikacié: 72°C 1 perc 10x; 94°C 40 mp, 60°C 40 mp 72°C 1 perc, 30x; 72°C 2 perc 1x). A
genomikus DNS-r6l keletkezett 813 bp termék kodold részét automata szekvenatorral, az
amplifikdl6 primerek segitségével, mindkét szalon szekvenaltattuk.

3.3.4. In vitro mutagenezis

A teljes, vad E(z) fehérjét kodolé cDNS konstrukcié pTStop vektorba klénozasa utan
Pstl EcoRI kettds emésztés utan izoldltuk a fehérje C-terminalisat kodold 590 bp hosszusagu
fragmentet, amelyet Bluescript KS EcoRI Pstl helyre klonoztunk. Az in vitro mutagenezist

ezen a klonozott 590 bp hosszu fragmenten végeztiik el, a részben (28 bp hosszisdgban)

_62 -



ANYAGOK ES MODSZEREK

atfedo Ezmutl 5' GCTATTCTTTGACTACAAATACGGACCCACGGAGCAGC és Ezmut2
5' GGGGTCCGTATTTGTAGTCAAAGAATAGCTCTTCGCCGGGC mutagenizalo
primerek segitségével, melyek a 741. arginint kodol6 AGA kodon lizint kédol6 AAA
kodonnd alakitdsdhoz vezettek, ezdltal in vitro létrehozva az E(z)""-ben bekovetkezett
pontmutéciot.

A PCR reakcidkban 5, 10, 25, 35 és 50ng templatot és 125ng primert hasznaltunk fel
(95°C 30mp 1X; 95°C 30 mp, 55°C 1 perc, 68°C 8perc 15X; 72°C 30mp) Takara™ enzimet
haszndltunk. A mutagenizal6 PCR reakcié utdn az eredeti (metilalt) templat DNS-t 2 6rés
Dpnl emésztéssel tavolitottuk el, majd a reakcidelegy Supl-ével XL1-blue sejteket
transzformaltunk. A pozitiv transzformans klénok koziil 10-et szekvenalassal ellenOriztiink
(Medigenomix). Majd a kivélasztott, csak a kivant mutdcidt tartalmazo, egyébként a vad
alléllal azonos szekvencidji klonbdl a Pstl EcoRI fragmentet visszaklonoztuk a kiindulasi
pTBStop vektorba a mutdns fehérje termeléséhez hasznalt konstruktok eldallitdsahoz.

3.3.5. Az E(z) fehérjék in vitro transzlacidja

Az E(z) fehérjét kodolé DNS szakaszt a Bluescript-be EcoRI helyre klénozott E(z) B
menekitd cDNS konstruktbél (Jones és Gelbart 1993) kiindulva klénoztuk at az in vitro
transzlacidhoz és a sejtvonalban torténd fehérjetermeléshez alkalmas vektorokba. Az 5' primer
segitségével Ndel helyet épitettiink a kddold régié elé, mig a 3' primer megdrizte az EcoRI
helyet. A teljes E(z) fehérje (760 aminosav) transzlaci6jdhoz 5' primerként a
CCCCCCCATATGAAATAGCACTAAAGTGCCGC-t, 3" primerként az E(z) cDNS végéhez
tervezett EcoRI hasitéhelyet tartalmazé CCCCCCGAATTCAAACAATTTCCATTTC
primert alkalmaztuk. A PCR amplifikalt (95°C 1perc 1X; 95°C 30 mdsodperc, 46°C 1 perc,
72°C 40 miésodperc 40X; 72°C 5 perc Takara™ enzim segitségével) fragmenteket Ndel,
EcoRI hasitas utan Quiaquick kit segitségével tisztitottuk. A keletkezett 2280bp méretli

terméket Ndel, EcoRI emésztett pTPStop vektorba klénoztuk. Az in vitro mutagenezissel
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eldallitott, a kivant mutédciét tartalmazd, egyébként a vad alléllal azonos szekvencidju
Bluescript klénbdl szdrmaz6 Pstl-EcoRI fragmentet atklénoztuk a kiinduldsi pTPStop
vektorba a teljes hosszisdgi mutans fehérje termeléséhez hasznalt konstrukt eldallitasdhoz. A
rovidebb SAC-SET fragmenteket a teljes hosszusagu inszertet tartalmazé vad és mutdns
pTBStop klénokbdl, a C-termindlis (273 aminosav hossztisagu, 819bp) E(z) SAC-SET domént
kodolo fragment amplifikacidjaval allitottuk eld. 5' primerként a
CCCCCCCATATGGAGTTTAGCTTCGAGGATTTGCG oligét hasznéltuk, 3’ primerként
pedig ugyanazt a primert, amivel a teljes hossziisagu inszertet is amplifikdltuk. A 1étrehozott
konstrukcidkban a kddolé inszerteket teljes hosszisdgukban atfedd szakaszokon megfeleld
szekvendlo6 primerek felhasznéldsaval szekvenaldssal ellendriztiik (Medigenomix).

Az in vitro transzlaciéhoz TNT™ kapcsolt transzkripcié-transzlaciés nyul retikulocyta
lizatum alapt kitet hasznéltunk (T7/T3 Coupled Reticulocyte Lysate System). A jeloléshez T7
polimerazt 50 pl nyul retikulocyta lizdtumot és 4 nl S jelolt methionint alkalmaztunk (- L-
[BSS] Methionine (in vitro translation grade) Amersham 1000Ci/mmol, 10 mCi/ ml). A
haszndlt DNS templatot JET-quick maxiprep kittel (GENOMED DNA purif) tisztitottuk, €s 1
pg-ot alkalmaztunk a jel6ld reakcidkban. A jeloloé reakciét 30°C-on 90 percig inkubaltuk. A
teljes reakcidelegy 5%-at SDS préoba-pufferben 100°C-on 10 percig denaturdltuk, és a
tovabbiakban 10%-o0s SDS polyakril-amid gélen szepardltuk a keletkezett termékeket. A gélt
fixaltuk ( 25tf% 2-propanol 10tf% ecetsav 30 perc), a radioaktiv szignal erdsitésére 30 perces
Amplify (Promega) kezelést alkalmaztunk. A gélt 85°C-on 1 ©6raig vakumszariton
szirépapirra (Whatman 3M) szaritottuk. A kiszaritott gélt -80°C-on Hyperfilm MP
haszndlatdval (Amersham Biosciences) autoradiografidsan vizsgaltuk. A filmet 2-6 Ords
inkubdlds utdn hivtuk eld. A jel erdsségétdl fliggben a kotdreakcié 10-50X-es higitasat

hasznéltuk a tovéabbi kisérletekben. A jelolt fehérjéket -80°C-on taroltuk.
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3.3.6. Kotési kisérletek radioaktivan jelolt in vitro transzlalt fehérjékkel

3.3.6.1. Peptidek kapcsolasa Sulfolink rendszerrel

A kotési kisérletek soran a kiilonbozd kovalens modositasokat hordoz6 19 aminosav
hosszisagi N-termindlis hiszton peptideket (Sigma Genosys), a C-termindlis végiikre épitett
addiciondlis (a természetes hiszton H3 szekvencidban nem szerepld) cisztein aminosav
beépitésének segitségével Sephadex alapu aktivalt Sulfolink gyongyokhoz kotottiik, az aktiv
SH-csoport felhaszndldsaval. A kisérletekhez moédositatlan, L4-dimetil, L9 dimetil, L4-L9-
dimetil, és S10-en foszforilalt peptideket haszndltunk fel. A kapcsolashoz felhasznalni kivant
peptidekbdl 1mg/ml oldatot készitettiink 50mM Tris SmM EDTA pHS.5 pufferben, amelyet
gondosan lezarva hénapokig tarolhatunk +4 “C-on.

A szintén +4 °C-on tdrolt Sulfolink gyongyot 10X mennyiségii SOmM Tris SmM
EDTA pH 8.5 pufferrel equilibriltuk szobahdmérsékleten. Majd 1mg fehérje/lml gyongy
ardnyban ramértiik a peptidet tartalmazé puffert, és 15 percet forgokeréken inkubaltuk
szobahOmérsékleten, majd 30 percig allni hagytuk. A gyongyok kotési aktivitdsat ezutdn
50mM ciszteint tartalmazé S0mM Tris SmM EDTA pHS8.5 pufferrel blokkoltuk, majd ujbol
10X mennyiséglh S0mM Tris SmM EDTA pHS8.5 pufferrel, majd 1M- os NaCl oldattal
mostuk. A peptidekkel kovalensen kapcsolt gyongyoket 1M-os NaCl oldatban +4 °C -on
honapokig tarolhatjuk. A kotés hatékonysagit az eredeti peptid oldat, illetve a kotés utdni
peptid oldat 10-10pl-ének SDS préba pufferben torténd forralds utdn, 20%-os akrilamid gélen
val6 futtatdsaval, majd coomassie festéssel ellendriztiik.

A kontrollként haszndlt, semmilyen kotott peptidet nem tartalmazé gyongyot a kotési
1épés elhagyasdval, de ugyanolyan equilibralasi €és blokkolési koriilmények kozott allitottuk
eld. Ebben a kotési szempontbdl semlegesnek tekintett gyongyben az aktiv helyeket cisztein

foglalja el.
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3.3.6.1. Kotési kisérletek Sulfolink-kotott peptidekkel

A teljes kotési kisérleteket +4°C-on, illetve jégen végeztiik. A kisérletekhez az in vitro
transzlacidval termelt (3.3.5.) radioaktivan jelolt E(z) fehérjéket hasznéltunk. A transzlaciéval
(HEMG, NP40) ugy, hogy lehetdleg az egyes kotd reakcidkban megkozelitdleg azonos
mennyiségl fehérjét alkalmazzunk. Sul Sulfolink kotott gyongyhoz (SulfoLink Coupling Gel
Pierce) Sul megfelelden higitott, a vizsgdlni kivént, radioaktivan jelzett fehérjét tartalmaz6 in
vitro transzlaciés elegyet, illetve 450ul kotd puffert adtunk szilikonizdlt Eppendorf
csovekben. Az in vitro transzlaciéhoz haszndlt teljes reakcidelegyet higitds utdn, a kotési
reakcié elétt, centrifugéltuk (+4°C 30 percig 18000 rpm), és a feliiliszot haszndltuk fel a
kotési kisérletekhez. A gyongyoket elozdéleg 5 percig equilibrdltuk 1ml koté-pufferrel
forgékeréken +4°C-on. Majd centrifugaldssal (200rpm) Spercig iilepitettiik, és kis atmérdji
(0.4 mm) injekcids tivel Iml-es fecskenddvel 6vatosan eltavolitottuk a mosé puffert.

A kotést 1-4 ordig végeztiik hidegszobdban forgékeréken. Ezutdn a gyongyoket 5X
mostuk 1ml mosé pufferrel. Az utolsé mosds utdn a puffert gondosan eltavolitottuk, a
gyongyokhoz Sul desztilldlt vizet és 10ul SDS préba puffert adtunk, majd 10 perc forralds
utdn a mintdk 10ul-ét akrilamid gélre vittiik. Futtatds, denaturdlds és szaritds utdn a géleket
autogradiografidsan értékeltiik (1d.3.3.5).

3.3.7. A FLAG jelolt C-terminalis E(z) fehérje fragmentek Kkifejeztetése Sf9 sejtekben
3.3.7.1. Transzfekcié

A pTBStop vektorba klénozott, a vad és az E(z)™ fehérje C-terminalis 273
aminosavdt tartalmazé (SAC-SET domén) Ndel-EcoRI fragmentet baculovirus alapi pPB22
vektorba klonoztuk. Steril koriilmények kozott megszekvendlt inszertet (Medigenomix)
tartalmazo6 vektor 1.5 pg-nyi mennyiségét 1.75 pl-nyi (0.1 pg/upl) baculovirus linearizalt DNS
(Sapphire™ Baculovirus) mennyiséggel 33ul szérummentes Sf9 médiumba (SF-900 II SFM

(1X) liquid) mértiik (MixA). Osszemértiink 10ul Lipofectin reagenst (Lipofectin®Reagent) és
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23l szérummentes Sf9 médiumot is (MixB). A két elegyet gondosan Osszekevertiik és 45
percig allni hagytuk szobahdmérsékleten.

1x10° folyadékkultirdban novesztett Sf9 sejtet (S19) szélesztettiink titrdlolemezre. A
letilepedett sejteket harom alkalommal mostuk szérummentes Sf9 médiummal. A mosés
végén eltavolitottuk a felesleges médiumot és ellendriztik a sejtmennyiséget (50-60%-os
lefedettség). A 45 perces inkubdlds végén MixA-t és MixB-t Osszekevertilk, majd 440ul
szérum-mentes médium hozzdaddsa utdn a teljes lipofectin/DNS keveréket ramértik a
sejtekre. A sejteket 12 6rdig inkubdltuk szobahdmérsékleten, lassu mozgatas mellett (himba).
Ezutin eltivolitottuk a lipofectin/DNS elegyet, a sejteket szérum-mentes Sf9 médiummal
mostuk, majd 2ml szérumot is tartalmazé médiummal 26°C-on inkubéltuk CO,-termosztatban
tovéabbi 5 napig.
3.3.7.2. Amplifikacio

Az el6zdéekben transzfektdlt Sf9 (B82501) sejtekrdl eltdvolitottuk a baculovirust
tartalmazé  feliildsz6t. Uj sejteket szélesztettiink folyadék-kultirabél (6x10%/10cm-es)
szovettenyésztd Petri-csészékbe. Szérummentes Sf9 médiummal torténd hdromszoros mosas
utdn a letilepedett sejteket ellendriztiik (50-60%-os lefedettség), és a feliiliszoval fertdztiik. A
sejtekhez tovédbbi 1.5ml médiumot adtunk és 12 6rdan at szobahdmérsékleten lassi mozgatas
mellett inkubdltuk. Ezutdn a feliiliszot eltavolitottuk, a sejteket szérummentes médiummal
mostuk, és tovabbi 5 napig 10ml szérumtartalmi médiummal 26°C-on inkubdltuk CO,
termosztiatban. A fert6zés sikerét mikroszképosan ellendriztiik. (Baculovirus Infected Sf9
Cells).

A fehérje termelésre alkalmas feliiliszot dltalaban két-harom amplifikédcids 1épés utan
sikeriilt 1étrehoznunk. A fehérjetermelést a masodik amplifikdcidés 1€pés utdin minden egyes
1épésben ellendriztiikk, a fert6zo feliilliszé mennyiségét, illetve a fehérjetermelési idot

optimalizaltuk.
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3.3.7.3. Fehérjetermelés

A fehérjetermelés els ellendrzéséhez az amplifikdcidhoz hasonlé mddszert
alkalmaztunk, csak az inkubdcids iddt roviditettik le 2-3 napra. A mar ellendrzott
virustartalmu feliildszo6t folyadékkulturdban alkalmaztuk nagy mennyiségli fehérjetermelésre.
Ehhez 1x10%ml  koncentriciéban szérumtartalmd Sf9 médiumban 300 ml-es
folyadékkultirdban novesztettiik az Sf9 sejteket. A fert6zéshez 2-15ml feliilisz6t hasznaltunk.
A termelést lasst (60rpm) rdzatds mellett 3000ml-es Erlenmeyer lombikban végeztiik 3 napig
26°C-os termosztatban.

3.3.7.4. A termelt fehérje ellenorzése

A termelt fehérje kitisztitdsahoz a sejteket lecentrifugaltuk (2000 rpm 10 perc), és
+4°C-on 0,1% NP-40-et és 1mM PMSF-et tartalmazé 0.5M NaCl-t tartalmaz6 HEMG
pufferben felszuszpendéltuk. A sejteket kétszer lefagyasztottuk folyékony N,-ben, majd a
masodik felolvasztds utan jégen szonikdltuk (3x20 mp). A sejtmaradvanyokat 15 perces,
minimum centrifugaldssal (15000 rpm) vélasztottuk el a feliiliszotdl. A feliiluszot utoljara
0,40 pm-es steril-szrén (Millipore) is dtszurtiik.

A C-termindlis FLAG peptiddel egybeépitett E(z) fehérje fragmentek tisztitasdhoz
monoklonalis FLAGM2 antitesttel dsszekapcsolt gyongyoket hasznéltunk (ANTI-FLAG® M2
Affinity Gel F2426). A feliilusz6 térfogatanak 1%-anak megfeleld mennyiségli gydngyot
kimértiink €s kétszer 10 percig mostunk +4°C-on 100x mennyiségl szuszpendalé pufferben.
A mosépuffer eltdvolitdsa utdn a gyongyoket minimum hat 6rdn 4t inkubdltuk a teljes
mennyiségii feliiliszéval +4°C-on forgokerékben.

A megkotott FLAG-jelolt fehérjéket tartalmazo gyongyoket, a kotddés utan 5x10 percig
mostuk a szuszpenddl6 pufferrel, majd a kotodott fehérjemennyiséget 10%-os akrilamid gélen
coomassie festéssel ellendriztiik. A termelt fehérjéket tartalmaz6 gélt nitrocellul6z membranra

blottoltuk.
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Az blottolt fehérjéket tartalmazod nitrocelul6z membrant 5% sovany tejport tartalmazo
TBST- pufferben (100mM Tris bdzis, 150mM NaCl, 0,1% Tween-20, pHS8) telitettiik, 2x
oblitettiik, majd 3x15 percig mostuk TBST-vel. Minden mosést és inkubaciét himban
végeztiink. Ezutdn 2ml anti-FLAGM2 monoklonalis egér-ellenanyaggal (Sigma) 1:2000
higitdsban TBST-ben, illetve poliklonalis anti-E(Z) nyul-ellenanyaggal (Carrington €s Jones,
1996) 1:1000 inkubdltuk 60 percig szobahdmérsékleten. Megtelel6 masodlagos ellenanyag
alkalmazasa utan a kimutatashoz alkalikus foszfataz aktivitast és NBT, BCIP-et hasznaltunk
(Phosphatase chromogen kit BCIP/NBT).

3.3.8. Kotési Kisérletek termelt fehérjékkel

Az E(z) SET-domének kozti lehetséges interakcié kimutatdsa érdekében a baculovirus
rendszerrel termelt E(z) fehérjék anti-FLAG gyongyokkel vald kihaldszdsa utdn, a megtermelt
fehérjéket csaliként haszndlva a 3.3.6.2. pontban leirtakhoz hasonlé koriilmények kozott
kotési kisérleteket végeztiink in vitro transzlalt radioaktivan jelolt E(z) fehérjével. Hasonl6
tipusu kisérleteket végeztiink baktériumban termelt GST-fuziés TRX fehérje és Sf9 sejtben
termelt FLAG jelolt teljes hosszisigu, valamint preSET-SET-posztSET régiét tartalmazo
(Beisel és mtsai, 2002) ASH1 fehérjék felhaszndlasaval is.

3.3.9. Hiszton-metil-transzferaz aktivitas mérése

A hiszton-metil-transzferdz  aktivitismérésekhez anti-FLAG gyongyhoz kotott
baculovirus rendszerrel Sf9 sejtekben termelt vad és mutans, FLAG-kapcsolt SAC-SET
domént tartalmaz6é E(z) fehérjét hasznaltunk fel. A kisérletekhez felhasznalt gyongyokhoz
kotodo FLAG-jelolt fehérjemennyiséget gélen ellendriztiik. Egy kisérlethez 10ul-nyi FLAG
fehérjével telitett gyongyot hasznaltunk. Az aktivitds-mérés eldtt a gyongyoket 0.5 M Nacl-t
tartalmazé HEMG 0.1% NP40 0.2mM PMSF tartalmu puffer 1ml-nyi mennyiségével mostuk
forgékerékben +4°C-on (5 perc). Majd centrifugdlassal (2000 rpm) iilepitettiik a gyongyoket,
és 0.4 mm Atméréjii injekciés fecskendével tavolitottuk el a feliiliszét. Az osszesen 20pl

reakcidelegyhez Sul, Img/ml koncentraciéju peptidoldatot, 2l radioaktivan jelolt S-adenozil-
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metionint (S—Adenosyl—L—[methyl—3H] methionine), 4ul 5X HMT puffert (200mM tris 2mM
EDTA 1mM DDT pH:8.0), majd desztillalt vizzel egészitettik ki. A reakciét 30°C-os
vizfirdoben 1 Ordig végeztiik. Ezutan jégre tettiikk, proba pufferrel ledllitottuk, majd
felforraltuk. Akrilamid gélen azonos mennyiségii fehérjét tartalmazd mintakat futtattunk. Az
E(z) fehérje mennyiségét coomassie festé€ssel hasonlitottuk Ossze, a keletkezett radioaktivan
jelolt metilalt peptidek mennyiségét pedig autoradiografidsan, illetve a gyorsabb és pontosabb
mérés érdekében folyadékszcintillacids modszerrel ellendriztiik (Beckman).

3.3.9. Szekvencia Gsszehasonlitas adatbazis keresések

FlyBase @ flybase.bio.indiana.edu http://flybase.bio.indiana.edu/
BDGP: Home http://www.fruitfly.org/
GadFly http://www.fruitfly.org/annot/

NCBI HomePage http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A TRITHORAX-MIMIC MUTACIO 1IZOLALASA ES GENETIKAI JELLEMZESE
4.1.1. A mutacio izolalasa

Laboratériumunkban tobb érzékeny mutansizolélési tervet dolgoztunk ki a homeotikus
gének kifejez6dési mintdzatinak epigenetikus fenntartdsaért felelds gének keresésére.
Mutagenezis kisérleteinkben olyan Drosophila melanogaster mutansokat Kkerestiink,
amelyeknek specidlis homeotikus fenotipusa a bithorax-komplex aktivitdsi mintdzatdnak
hibds fenntartdsara utalt. A mutdnsok azonositdsat mindig megkonnyiti, ha minél konnyebben
észrevehetd fenotipikus valtozast keresiink. Az egyik els6 ilyen EMS mutagenezis kisérlet
ezért a domindns funkcidnyeréses Fab-7 muticidk szuppresszorainak és enhanszereinek
keresésére iranyult.

A Fab-7 heterozigbta (Gyurkovics és mtsai, 1990) hattérben az ektopikusan
aktivalodott cisz-reguldtor (iab-7) éallapota érzékenynek bizonyult néhdny mar ismert
Polycomb-, és trithorax-tipusi mutdcio jelenlétére, vagyis a hatodik tergit mérete ezekben a
mutdns hatterekben megvaltozott. Ebben a mutdnsizoldlasi rendszerben azonositotta Sipos
Lészl6 a 183-as szdamu jeloltet. A /83-as mutdcié nem modositotta jelentésen a Fab-7'
fenotipust, de erés domindns anterior irdnyd transzformdécidkat okozott mds, a bithorax-
komplex altal szabdlyozott szelvényekben. A 183-as mutans fenotipus emlékeztetett az erds
trx allélok homeotikus transzformdcidira, de maga nem bizonyult trx allélnek, ezért a jeloltet
Trithora-mimic-nek (Trm) neveztiik el.

4.1.2. A mutacio fenotipusa és lokalizacidja

A heterozigéta Trm mutdnsok szelvényei erds anterior irdnyu transzformacidkat
mutatnak. Az Antennapedia-komplex (ANT-C) miikodése a fejszelvényekben nem kdarosodik,

de a hibds mukodést jelzi, hogy a mutans himek elsd pér ldban a szex fésli fogainak szama
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néhiny éllatban kevesebb (sex-comb redukcid). Ez a T1 ldbdiszkuszban normalisan er6sen
kifejez6d6 Scr (Sex comb reduced) homeotikus gén funkcidvesztéses, haplo-inszufficiens
fenotipusa (Mahaffey és Kaufman, 1987). Emellett himekben és nOstényekben egyarant
megjelentek a normadlisan csak a mdsodik péar l4bra jellemz6 apikélis és preapikalis szorok az

elso par ldbon is (4.1.

A

4.1. abra Vad és Trm muténs heterozigéta légy labai

Vad himek (a,b,c) az els6 ldbon szex fésilik helyezkednek el (a.nyil), a masodik ldbon apikdlis széroket taldlunk
(b. haromszog), a harmadik ldbon sem szex fésiit, sem apikdlis sz6rt nem taldlunk (c.). A Trm mutdns
heterozigéta allatokban (d, e.f) az elsé ldbon 1évd szex fésili fogak szdma kevesebb (d. nyil), a masodik ldbra
jellemzd apikdlis sz6rok mind az elsé labon (d. haromsz6g), mind a harmadik 1dbon (f. hdromsz6g) megjelennek.

Esetenként a billér alatt (T3) extra, a szdrny tovére (T2) jellemzd, sternopleuralis
szOrok jelennek meg (4.2. dbra), a billér méretének novekedése, illetve a billér tovén
megjelend szorok (szintén szarnyszerl jelleg) is a harmadik torszelvénynek (T3) a masodik
(T2) irdnyédba torténd transzformacidjat jelzik. Ugyanerre utal a masodik labra jellemzo

apikdlis, illetve preapikdlis szOrok megjelenése is a harmadik ldbon (4.1. abra). Ezek a
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fenotipusok az Ultrabithorax (Ubx) homeotikus génnek, illetve cisz-reguldtorainak (pl: bx)
funkcidvesztéses mutdnsaira emlékeztettek, és végeredményben az Ubx gén kifejezddésének

csOkkenésére utaltak.

4.2. abra Vad és Trm muténs billér
a.) Vad billér. b.) E(z)""/+ billér. A Trm heterozigéta formdban a billér tovén szarny transzformaciéjara utald
sz6rok megjelenését okozhatja (b nyil).

A potrohon kiilondsen szembet(ind volt, hogy a himeken vad allapotban teljesen sotét
otodik abdomindlis szelvényen (AS) kiterjedt vildgos foltok jelentek meg. Ez az o6todik
abdomindlis szelvénynek (AS, PS10) a normadlisan vildgos negyedik szelvény (A4. PS9)
iranyaba torténd transzformaciojdra, €s az Abd-B gén kifejezodésének csokkenésére utalt (4.3.
abra).

A muticié valtozatlan expresszivitdssal ©roklodik, €s a harmadik kromoszémara
lokalizdlhat6. Az Gjonnan indukalt mutéciot a Fab-7' kromoszéman és TM6 Tb balanszer
felett tartalmaz6 dallatokbol torzset alapitottunk. A mutans larvdk nyalmirigy
oridskromoszOomainak citologiai vizsgilata megmutatta, hogy a 7rm nem tartalmaz lathato
kromoszémalis atrendezddést. A hasonld, anterior irdnyud transzformacidkat okozo, trithorax-
csoportba (trx-G) tartozd, ismert, harmadik kromoszomas gének alléljaival keresztezve
kideriilt, hogy a mutdci6é egyetlen ismert trithorax-csoport génnel sem allélikus, de szdmos

mutdcié fenotipikus enhanszere, tehat formailag maga is a trx-G-ba lenne sorolhat6.
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4.3. abra Vad és Trm muténs him abdominélis szelvények

a.) Vad abdomen. b.) E(z)"™/+ genotipusii him abdomenje Heterozigéta dllapotban a Trm muticié az Stodik
tergitlemezen, a normdlis negyedik tergitlemezre jellemz6 vildgos klénok megjelenéséhez (iires haromszog), a
hatodik sternitlemezen pedig, a normalis 6todik sternitre jellemzd szoérok kialakulasdhoz (fekete haromszog)
vezet.

Az eredetileg torzsbe dllitott mutdns vonal embriondlis letdlis volt, a kifejlodott
homozigéta mutdns embridk kutikuldja szelvény-transzformécidkat nem mutatott.

A Trithorax-mimic meiotikus térképezéssel megallapitott poziciéja a harmadik
kromoszéma bal karjan a 34,25 + 0,5. Ebben a régiéban nem taldlhaté ismert, trithorax-
csoportba tartozé gén, viszont ide térképezddik egy, funkcidvesztéses fenotipusa alapjan az
antagonista hatdsd Polycomb-csoportba (Pc-G) tartozé az Enhancer of zeste E(z) gén (Jones
és Gelbart, 1990).

A Trithorax-mimic mutanst az E(z) régiot atfedd deléciot (67E1-2;67ES5-7) tartalmazé
Df(3L)E(z)IR3 -mal keresztezve nem kelt ki transzheterozigéta utéd. Tehat a Trm muticié a
deficiencia letalitdsdt nem komplementélja. Egy masik amorf E(z) allél (E(z )Sé) szintén letalis
volt a Trm mutdcidval, ami arra utalt, hogy az 4ltalunk izolalt mutaci6 az E(z) gén 1j allélja.

4.1.3. A muticio reverzigja

Amennyiben az dltalunk izoldlt allél valoban az E(z) gént érinti, a funkcidvesztéses

alléokkal ellentétes irdnyu fenotipusa funkcionyeréses-tipusu allélre utalhat. Ebben az esetben
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az érintett génben bekovetkezd funkcidvesztést okozd tjabb muticid eltiinteti (revertdlja) a
domindns Trm fenotipust és funkcidvesztéses E(z) allélt eredményez.

Hipotézisiinket aldtdmasztand6 megprobalkoztunk a Trithorax-mimic mutacid
revertalasdval. A 1étrehozott nyolc Rontgen revertédns (a reverzio részletes leirasit az Anyagok
és modszerek fejezet tartalmazza) mindegyike tokéletesen megsziintette a 7rm domindns
fenotipusét, emellett egyike sem komplementalta a kiillonboz6 funkcidvesztéses E(z) allélokat.
A Trm™™™S/DA3L)E(z)"™ kombindciok letalfizisa (kozép-késé bab) és fenotipusa (zeste'
szuppresszor) teljesen megegyezett a kordbban leirt amorf E(z) allélok fenotipusaval (Shearn,
1977; Jones és Gelbart, 1990). Harom revertdns hordozott citolégiailag lathaté toréspontot a
67E3-4 régioban (4.1. tablazat), amely megegyezik az E(z) gén oOridskromoszoman elfoglalt
helyével. Tovabbi harom revertansrdl sikeriilt E(z) specifikus cDNS préba felhasznalasaval
végzett Southern-blot analizissel bizonyitani, hogy molekularis atrendez6dést tartalmaznak az
E(z) gén kodolo régidjaban.

Mindezen adatok alapjdn elmondhatd, hogy a Trm muticié az Enhancer of zeste gén
funkciényeréses alléljat hozta létre, helyes elnevezése ezek alapjan: E(z)""™™™™ rividitése
E(z)".

E(z)"™ revertans  Citolégia

11A/1 T(2;3)48E;65C

11A/72 T(4;3)67E 4. krom. heterokromatin
13B vad

21A Df(3L)67E-68F;In(3L)68F;89D
28B T(2;3)41D;87C

48A vad

48B T(2;3)44A-B;67E

54B vad

4.1.tablazat: Az izolalt E(z)""™ revertansok citoldgiai leirdsa és toréspontjainak listja
A reverzids kisérlet leirasat és a kromoszémapreparatumok elkészitésének modjat az Anyagok és modszerek
fejezet tartalmazza. Vastag szedés jelzi az E(z) gén citoldgiai helyét, a 67E3-4-et érint6 atrendezddéseket.
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4.1.4. Az E(z)"™ mutéci6 fenotipusanak valtozasa az E(z) gén dézisanak fiiggvényében

Az éltalunk izolalt 4j E(z) mutacid természetének megértése érdekében megvizsgaltuk,

hogyan véltozik a fenotipusa az E(z) gén ddzisdnak véltoztatdsival.

Genotipus T1-> T2 T3>T2 A5>A4
(Az elvégzett keresztezést

zarojelben kozoljiik) apl stpl ap3 stp3

E(2)"™/E(z)"™ " 100%*#9 % 100%**36%** 100%**
(E(z)"™Fab-7'/TM6Tb n=32" n=32° n=32" n=32° n=11"
E(z)™/TMTb 3)

P(ry*B)2/+;E(z)™ *IE(z)"™" Fab-7' 80%** 5% 90%** 10% 100%**
(E(2)"™/TM6TH? n=10 n=10 n=10 n=10 n=5
P(ry*B)2/P(ry*B)2;

E(z)"™Fab-7'/TM2 Ubx 3)

+/ E(z)""Fab-7" 31.5% 0% 71.3% 2.8% 41.8%
(E(z)"™Fab-7'/TM6Tb n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R &)

P(ry*B)2/+;E(z)"" 1+ 20%* 0% 18%** 0% 3%
(E(2)"™/TM6TH? n=22 n=22 n=22 n=22 n=10
P(ry*B)2/P(ry*B)2;

E(z)"™Fab-7'/TM2 Ubx 3)

P(ry*B)2/+;E(z)"™ /+ 29%° 0% 1.5%" 0% 1.4%"
(E(z)"™Fab-7'/TM6Tb n=854 n=854 n=854 n=854 n=214
P(ry"B)2/P(ry"B)2 &)

P(ry*B)2/+;Dp(3:3)S2a3/E(z)"™ 1%** 0% 2%** 0% 2%
(P(ry*B)2/P(ry*B)2; E(z)"™"Fab-7"/TM3 @ n=98 n=98 n=98 n=98 n=47

Dp(3;3)S2a3/TM3 3)

4.2. tablazat: Az E(z) gén dézisanak hatdsa az E(z)"™ fenotipusra

": babbél kiboncolt pharat adultak. ap!: az elsé (prothoracalis) 14bon ektopikus apikélis szér megjelenésével jar6
gyenge T1>T2 transzformacié penetrancidja. stpl: az elsé (prothoracalis) szelvényen ektopikus sternopleuralis
sz6rok megjelenésével jard er6s T1>T2 transzformdcié penetrancidja. ap3: a harmadik (metathoracalis) 1dbon
ektopikus apikalis sz6r megjelenésével jaré gyenge T3—>T2 transzformécié penetrancidja. stp3: a harmadik
(metathoracalis) potroh szelvényen ektopikus sternopleurélis sz6r megjelenésével jaré erbs T3—>T2
transzformdacié penetrancidja. Az A5-> A4 transzforméciok jellemzésére egy haromlépcsds skalat haszndltunk,
ahol 0 egy alig transzformdlt a vadtdl nehezen megkiilonboztethetd sotét 6todik tergitnek (AS) felel meg; 1 a
koriilbeliil az AS tergit felére kiterjedd vildgos szinii, kléndlis transzformdcidval jellemezhetd tergitek
jelzészama, mig 2-es szdmot a majdnem teljesen vildgos, a vad negyedik szelvényre emlékeztetd 5. tergitek
kaptak. Ezek utdn a megfeleld genotipust E(z)""Fab-7' transzheterozigéta himek kozott megszdmolva az egyes
transzformaltsdgi kategdridkba esd éllatok szdmdt az apikdlis sz6rokhoz hasonlé médon szamolhaté volt a
tergittranszformaciok penetrancidja. a : Penetrancidnak a transzformdlt 1dbak, illetve dllatok szdmdnak az Osszes
vizsgdlt allathoz, illetve ldbhoz (n) viszonyitott hanyadosat tekintettilk, melyet szdzalékosan adtunk meg.* az
adott transzformacié penetrancidja A2 prébaval ellendrizve (P<0.05) szinten szignifikdnsan kiilonbozik a
kontrollcsoportra jellemzé penetrancia értékt6l. (Kontrollként a megfeleld irdnybo6l keresztezett Oregon-
R/E(z)T"mFab-7]-re jellemzd penetrancia értékeket haszndltuk.). ** a penetrancia (P<0.001) szinten
szignifikdnsan kiilonbozik az Oregon-R/E(z)"™" Fab-7' transzheterozigéta kontrolltd].
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Az E(z)"™/Df(3L)E(z )IR3—transzheterozig(’)ték letalitdsa kompenzdlhaté egy kopia
menekitd E(z) konstrukcié {P(ry"B)2} (Jones és Gelbart, 1993) bevezetésével. A menekitett
mutans-hemizigéta utédok kis szamban kelnek, melynek oka valdszinlileg a transzgénnek a
vad kopidhoz képest tokéletlen szabalyozdsabdl adodd, a heterozigbtandl alacsonyabb E(z)
mRNS szint. A menekitett 7rm mutdns hemizigétak a heterozigéta Trm-nél is sulyosabb
anterior irdnyd transzformdcidkat mutatnak (4.2. tdbldzat) és életképességiik is redukalt,
funkcidvesztéses (Polycomb-jellegil) fenotipusuk azonban tovabbra sincs.

A menekitd transzgénnel {P(ry'B)2} bevezetett plusz E(z) koépia Trm
heterozigdtakban erds, bar a régiot érintd genetikai duplikacional (Dp(3;3)S2a3) gyengébb
fenotipikus szuppresszornak bizonyult (4.2. tdblazat), de még a duplikdcid és plusz egy
transzgén kopia jelenléte sem dllitotta vissza tokéletesen a vad fenotipust a vizsgalt egyedek
mindegyikében.

4.1.5. Az E(z)"™ mutécié letalfazisanak, és hemizigéta fenotipusanak meghatarozasa

Az erds funkcidnyeréses fenotipus valtozdsa a vad E(z) gén ddézisdnak fliggvényében
sziikségessé tette annak megvizsgaldsat, hogy mi torténik az olyan éllatokkal, amelyekben
csak a mutdns fehérje van jelen. A hemizigdta utddok tiizetesebb vizsgédlatabdl kideriilt, hogy
az E(z)"™/Df(3R)E(z)"™ kombinacié pharat adult letdlis, és a 4.2. tabldzatban lathat6, hogy a
babbdl kiboncolt Trm/E(z) allatok a heterozigéta Trm-nél joval erdsebb trithorax-fenotipust
mutattak, mikdzben tovdbbra sem tapasztaltuk ellentétes irdnyd (Polycomb-szerti)
transzforméciok megjelenését. A hemizigbtdkban a prothorax és a metathorax extrém
mértékl transzformdcidja az elsé €s a harmadik torszelvényen egyardnt szarnyszerli képletek

megjelenéséhez vezetett (4.4. dbra).
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4.4. abra Vad és hemizigéta Trm torpreparatum

Er6s homeotikus transzformaciok hemizigéta E(z )™1E(2)™ kiboncolt pharat adult éllat torszelvényein. a.) Vad
tor-preparatum. b.) E( 2)"™/E(z)™ kiboncolt pharat adult transzformalt torszelvénei. A hemizig6taban a normalis
szarny mellett az els6 és a harmadik torszelvényen egyarant szarnyszert képletek jelennek meg.

A tergiteken lathaté anterior irdnyu transzformdciok is sulyosabbd véltak hemizigéota
allapotban. Az 5. tergitlemez teljesen A4-szerti lett, emellett a 6. tergitlemez is részlegesen
A4-szerlivé transzformalddott, illetve néhdny édllatban megjelent egy hetedik tergitlemez klon

1s, ami A7-A6 iranyu transzformécionak felel meg (4.5. dbra).

4.5. abra Vad és Trm muténs hemizigéta him abdominalis szelvényei

Er6s homeotikus transzformaciok hemizigéta E(z )™ 1E(z)"™ kiboncolt pharat adult allat potrohan

a.) Vad potrohprepardtum b.) E(z)"™/E(z)"™ kiboncolt pharat adult potroh. Hemizigéta allapotban az 6todik tergit
teljesen A4-szeriivé transzformalt (fehér haromszog), a 6. tergit is erds A4-szer(i transzformacidkat mutat (kettds
fehér haromszog), és megjelenik egy kicsi hetedik tergitlemez klon is (kék hdromszog). A 6. sternitlemezen
szOrok jelennek meg az A5 irdnyd transzformdacié megnyilvanuldsaképpen (fekete nyilhegy), akdrcsak a
heterozigétdkban, de itt megjelent egy hetedik sternitlemez klon is, amely rdaddsul szintén AS irdnyban
transzformal6dott (zold nyilhegy).
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A sterniteken is sulyosbodtak a homeotikus transzforméaciok, nemcsak a 6. sterniten
jelentek meg szOrok, mint a heterozigétaban (4.3. dbra), hanem megjelent egy 7. sternit is,

amely rdadasul szintén széroket hordozott (5. sternitre emlékeztd transzformacio).

4.6. abra Transzformalt ivarszervek hemizigéta E(z )"™/E(z)"™ kiboncolt pharat adult him és n6stény allatokon
a.) Hemizigéta him andlis transzforméciéi b.) Transzformdlt néstény andlia. Mindkét esetben a genitélis
diszkuszbo6l szarmazé szovetekben ldb-irdnyban transzformalt szoveteket taldlunk.

A ndstények andlis lemezén (anal plate), illetve a himek genitélis ivén (genital arch)
beliil az oldallemez teriiletén, tehdt mindkét nemben a genitélis diszkuszbdl szarmazé
teriileteken labszerti képletek differencidlodtak (4.6. édbra). Ez az extrém homeotikus
transzformacié az Abd-B gén expresszidjanak erds redukcidjira utalt (Estrada B. és mitsai,

2001).

4.7. abra Erds homeotikus transzforméciok hemizigéta E( 2)""/E(z)™ kiboncolt pharat adult allat szarnydn

a.) Vad 4llapotban a szarnylemez eliilsé peremén 1év6 szorok (triple row), és a hdtulsé szdrnyperem szorei jol
elkiiloniilnek. A szdrnyvéndk elhelyezkedése is jellegzetes aszimmetrikus mintdzatot mutat. b.)
E(z)"™/Df(3R)E(z)"™ kiboncolt pharat adult letalis 4llatok szirnya a hétsé peremen is az eliilsé részre jellemzé
sz6roket hordoz, mikdzben a szarnyvéndk mintdzata is torzul, az egész szarnylemez csaknem
tiikorszimmetrikussa valik. A transzformacié az eng altal 1étrehozott transzformacidkra emlékeztet (Guillen és
mtsai, 1995).
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A szarny hats6 részén az E(z)"™E(z)"™® hemizigétdkban a szarny hatulsé részén a
szarny eliils6 részére jellemzO, homozigéta engrailed mutins-klonokra emlékeztetd
transzforméciok jelentek meg (4.7. dbra). Ez arra utalt, hogy a mutans fehérje nemcsak a
homeotikus gének aktivitdsdnak fenntartdsdban okoz hibdt, hanem t6bb célgént érintd
altaldnos epigenetikus szabalyozdsi hibdhoz vezet.

4.1.6. Az E(z)"™ mutécié alléltipusanak meghatarozasa

A vad E(z) gén dobzisdnak lecsokkentése erdsen megnovelte az anterior
transzforméciok penetrancidjat €s expresszivitdsat, sot a hemizigétdban olyan extrém erdsségl
U4j trx-jellegti fenotipusok jelentek meg, amelyeket a heterozigétdkban sohasem tapasztaltunk.
A hemizigétdkban azonban tovdbbra sem tapasztaltunk funkcidvesztéses Pc-jellegli
fenotipusokat. A funkciényeréses fenotipus még két kdépia menekitd transzgén bevezetésével
sem tiintethetd el, ami neomorf jellegre utal, de a vad géntermék mennyiségének novelésével
ardnyosan fenotipusa erdsen visszaszorithat, ami a neomorf allélokra édltaldban nem jellemzd.

Mivel a mutdns fehérje funkcionyeréses jellege a vad géntermék mennyiségével
ardnyosan csokken, valsziniisithetd, hogy a funkciényeréses E(z)™™ ektopikus mikodése
sordn a normadlis E(z) fehérjével azonos timadasponton hat. Az dltalunk izolélt allél tehat nem
helyezhetd el egyértelmiien az 4ltalanosan alkalmazott alléltipusok egyikében sem.

Az izolalt Trm muticié nem egyszerlien neomorf jellegli, a furcsa mikodés nem egy
teljesen 4j, a normélis funkci6tdl teljesen eltérd méson jelenik meg, hanem a mutdns fehérje
teljes mértékben képes a vad funkcid ellatdsdra, és a vad géntermékkel tovédbbra is
egylittmiikddve, illetve annak helyét elfoglalva alakitja ki az el6z6ekben leirt funkciényeréses
fenotipust.

Az E(z )T’m funkcidvesztéses ,,Polycomb” fenotipusdnak hidnya, és az erds, ,,trithorax”-

TRM

irdnyu transzformécidi azonban arra utalnak, hogy az E(z) az inaktivalo funkcid ellatasira

tokéletesen képes, de az aktivan tartandd cisz-reguldtorokat is ektopikusan inaktivélja. Az
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altalunk izolalt allél fenotipusa ugy értelmezhetd, hogy a cisz-reguldtorok erds ektopikus
inaktivacidjdhoz vezet, mikdzben a normdlis funkciét (a megfelel6 helyen torténd, E(z)-fliggd
epigenetikus inaktivaciot) lathatd mértékben nem rongdlja, az inaktivaciés milkodés maga
nem karosodott, tehat a 7rm nem lehet konvenciondlis értelemben vett antimorf E(z) allél. Az
E(z)"™ funkciényeréses fenotipusa a vad géntermék mennyiségének csokkentésével er6sodik,
de még alacsony vad E(z) szint mellett sem mutat a normal funkcid elvesztésére utald
jellegeket, a mutdns E(z)™ fehérje énmagdban is kivdléan képes az inaktivdldsra, nincs
funkcidvesztéses jellege.

4.2. AZ E(z)™ HATASA A z' s ' W* ALLELOK ALTAL LETREHOZOTT WHITE
INAKTIVACIORA

Az Enhancer of zeste gén nevét elso, funkcionyeréses alléljének a parosodds-érzékeny
zestel'ﬁjggé inaktivaciora gyakorolt hatdsar6l kapta. A z' héttérben a két parosodé X
kromoszomat hordozé ndstényekben a white gén részlegesen inaktivalodik ezért a ndstények
szeme sirga, mig a himek vad, piros szemszint mutatnak (ld. Bevezetés). E(z)' muténs
hattérben a parosodé w kopiat hordozo 7 homozigéta ndstények szeme kissé tovabb
vilagosodik, és meglepd modon az E(z)" a csak egy, nem parosodé white gént tartalmazo
himek szemszinét is képes vilagositani (Kalisch és Rasmuson, 1974). A 7 vilagosité hatasat
csak a funkciényeréses neomorf jellegii (LaJeunesse és mtsai, 1996) E(z)" allél fokozza, az
E(z) amorf alléljai, igy a Trm-revertdnsok is gyenge zl—szuppresszorok, a nostények szemét
sotétitik (Jones €s Gelbart, 1990; Bajusz és mtsai, 2001). Az ismert antimorf E(z) allélok
(E(z)”, E@)", E(z)"", E(z)'”) pedig az amorf alléloknal is erésebb z'-szuppresszor
hatastak (Wu és mtsai, 1989; Pelegri és Lehmann, 1994, sajat megfigyelések).

Az E(z)"™ mutéci6 funkciényeréses természetét az a tény is jelzi, hogy az E(z)' -hez
hasonléan az éltalunk izoldlt allél is z'-enhanszer, bar az E(z)' -nél gyengébb: heterozigbta
E(z)T”" hattérben a z' himek szemszine nem vad, hanem apro, elszort sotétbarna klénokat

tartalmaz, de sohasem teljesen piros. Az E(z)" allél z'-enhanszer hatdsdnak kialakuldsahoz
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sziikséges a vad E(z) fehérje jelenléte (Jones és Gelbart 1990). A hdmérséklet-érzékeny E(z )°!
alléllal az E(z)" a restriktiv hémérsékleten (29°C) zl—szuppresszor (az' w" himek és nostények
egyarant vad szemszinlek). Ez azt jelzi, hogy a homoldg kromoszoéman 1évo ép génrol
szarmazd vad E(z) fehérje jelenléte nélkiil az E(z)' allél funkciényeréses hatdsa nem
érvényesiil, onmagdban szuppresszorként, funkcidvesztéses allélként viselkedik.

Az E(z)" muticié funkciényeréses z'-enhanszer fenotipusa azonban nem igényli a
vad E(z) fehérje jelenlétét. Eppen ellenkezéleg, az E(z)"™ allél 6nmagdban még erésebb z'-
enhanszerként viselkedik, a z///Y; E(z)T’m/Df( 3L)E(z)IR3 genotipusu, kiboncolt pharat adult

himek, a z'/+ nostényekhez hasonldan, egységes barnds-narancs szemszint mutattak.

-

4.8. abra Kiilonboz6 funkciényeréses E(z) allélok és allélkombinacick jelenlétében megjelend szemszinek

a.) 7'/+ heterozigéta ndstény szemszine vad héttérben. b.) z'/+ heterozigéta néstény szemszine E(z)""/+
héttérben. ¢.) z'/+ heterozigéta ndstény szemszine E(z)"™E(z)' hattérben. d.) z'/+ heterozigéta ndstény
szemszine E(z)'/+ héttérben.
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Az E(Z)TRM fehérje zeste-enhanszer hatdsa kiillonbozik az E(Z)1 fehérjéétol, hiszen a
TRM Onmagédban, a vad kopidndl jobban képes a zeste' inaktivalé funkci6 elldtdsira. Az
E(z)I/E(z)T”" transzheterozigéta (babbol kiboncolt) pharat adult ndstények szemszine 7
héttéren az E(z)'/+ genotipusuakénal is vildgosabb (4.8. abra c.).

Osszefoglalva: eredményeink azt mutatjak, hogy a vad E(z) protein mennyisége
meghatirozé6 az E(z)'” homeotikus és zeste-enhanszer fenotipusdnak megjelenése
szempontjabol egyarant. A vad E(z) fehérje mennyiségének novelése mindkét fenotipust
gyengiti, mig csokkentése mindkét fenotipus er6sodéséhez vezet. Formalisan értelmezve a
mutans E(Z)TRM mindkét esetben kompetdl a vad E(z) fehérjével. Kisérleteink mindkét

Trm

rendszerben azt mutatjdk, hogy a mutans E(z) " allél nemcsak képes a vad funkci6 ellatasara,

hanem a vad allélndl er6sebb inaktival6 képességli, tilmikodéses jellegti.
4.3. A Trithorax-mimic MUTACIO MOLEKULARIS JELLEMZESE

Az E(z )" mutdns molekuldris analiziséhez mindkét szdlon megszekvenaltuk az E(z)
gént tartalmazd genomidlis DNS szakaszt, mind E(z)IRS/E(z)T’mFabJ] hemizigéta mutdns
larvakbol, mind az izogenizélt kiinduldsi (sziil6i, vad) E(z) gént homozigéta formdban
tartalmazo E(z)+Fab—7]/E(z)+Fab—7] allatokbdl (Anyagok és mddszerek). A Flybase-ben
szerepld E(z) szekvencidhoz képest a sziiloi allélben tobb, a nem transzlal6dé részben 1€vo
eltérést, illetve csendes, aminosav-kiilonbséget nem okozé mutéciot is taldltunk. Az E(z)""
mutansban a parentdlis allélhez képest azonban csak egyetlen aminosav-cserét okozd
kiilonbséget talaltunk: a 741. kodonban a 2325 guanin adeninre cserélddott (Fiiggelék), ami a
fehérje C-termindlis végén, a SET-doménnak nevezett régioban, a 741-es arginint lizinre
valtoztatta. Az érintett aminosav a kromatin inaktiv dllapotét kialakité E(z) homoldgokban

konzervalt arginin (4.3. tablazat a.), mig az aktiv dllapot fenntartdsidban szerepet jatszo

TRITHORAX-tipusu fehérjék SET-doménjdban konzervalt lizin (4.3. tablazat b.).
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Az eredeti E(z)"™ allél szekvendldsa utan évekkel késébb Paul Schedl kooperdld
partneriink princetoni laboratoriumdban Tony Greenberg egy fiiggetlen mutagenezis
kisérletben izolalt egy E(z)"™-hez hasonl6 fenotipusii E(z) mutdnst, melyet rendelkezésiinkre

bocsétott. Az 4ltala izolalt mutans (E(z)""""

) pharat adult letélis volt, a kiboncolt édllatok
fenotipusa E(z)”™ homozigétdkhoz hasonlitott, és az dj allél interakciés viselkedése is
alapvetéen megegyezett az altalunk izolélt alléléval. Ezért érdemesnek latszott az Gjonnan
izolalt allél SET doménjének szekvenaldsa is. Azt taldltuk, hogy a megszekvenalt uj allél

ugyanazt a guanin-adenin tranzici6t tartalmazta, mint az eredeti E(z)"™

mutans. Az Gjonnan
izoldlt mutdcié fiiggetlen voltat az is bizonyitotta, hogy nem tartalmazta az E(z)"™-ben

csendes mutaciot okozd 1999-es G>C tranziciot.

Gén organizmus GenBank a SET domén C-terminalis vége
szekvenciak
A.
Clf At Y 10580 GEELFyDYRYepd
Ezh' Mm U60453 GEELFfDYRYsqa
EZH' Hs U50315 GEELFfDYRYsqa
EZH’ Hs U61145 GEELFfDYRYsqa
E(z) Dm U00180 GEELFfDYRY gpt
B.
E(Z)™ Dm GEELFfDYKY gpt
C.
trx Dm M31617 eEELTYDYKFpfE
HRX Hm 104284 eEELTYDYKFpiE
All' Mm L17069 ¢EELTYDYKFpiE
SET' Sc ysch8263 SEELTYDYKFerE

4.3. tablazat: A SET-domén Trm muticié 4ltal érintett C-termindlis szakaszdnak 6sszehasonlitdsa kiilonbozo
magasabbrendii eukariétakbdl szarmaz6 SET-domént tartalmaz6 fehérjék megfeleld régidival

A SET-domén régidkban az adott fehérjecsoporton beliil konzervalt aminosavakat nagybetiik, A Trithorax-mimic
mutansban szubsztitudlt poziciét vastag betlis kiemelés jelzi. A.) E(z)-tipusi SET-domének. A Trm mutici6é
altal érintett poziciéban minden E(z)-tipusi-SET-domén arginin tartalmaz. B.) az E(Z)TRM SET-domén N-
termindlis szakasza, a konzervalt arginin lizinre cserélddik. C.) TRX-tipusi SET-domén régidk, a TRM dltal
érintett pozicidban konzervalt lizin.
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A szekvendlasi eredmények arra utaltak, hogy a 741-es arginin-lizin csere alapveto
fontossagu a Trm fenotipus létrejotte szempontjabol. Tovébbi kisérleteink sordn megpréobaltuk
feltarni, hogyan, milyen molekuldris mechanizmussal okozhatja az E(z)™ fehérjében
bekovetkezett egyetlen, specidlis pontmutacié a tulmiikodésre utald fenotipusokat.

4.3.1. A TRX-tipusi SET-domént tartalmazé mutans E(z) fehérje lehetséges szerepének
vizsgalata

Az, hogy az E(z)"™"-ben létrejott mutécié az E(z) SET-doménekre jellemz6 argininnak
pontosan a TRX-homoldgokra jellemz¢ lizinre vald cserélodését okozta, felvetette azt az
egyszeru hipotézist, hogy a mutdns protein megvaltozott kotési specifitisa hasonlova valt a
TRX homol6gokéhoz, és TRITHORAX fehérjét kotd fehérjékhez vagy a TRX éltal haszndlt

szabalyoz6 elemekhez képes kotddni, €s igy okoz ektopikus helyeken inaktivaciot.

Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4
(A Kkeresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3
jeleztiik)
Oregon-R & 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R Q 16.7% 0% 73.6% 1.7% 41%
n=2570n=448 n=2706n=448 n=546
Df(3R)red-P93 @ 97%" 3% 2% 29%" 100%"
(trx def.) n=165 n=165 n=165 n=165 n=74
Df(3R)red-P93 & 5% 2% 91% " 25% 100%"
(trx def.) n=138 n=138 n=138 n=138 n=42
Tp(3;Y)ry’%85C & 11.4% 0% 48%" 0% 1%~
(trx dupl.) n=228 n=228 n=228 n=228 n=77
Dp(3;3)C11 & 9,2% " 0% 29%" 0% 12%"
(trx dupl.) n=344 n=344 n=356 n=356 n=75

4.4. tablazat A rx gént érintd duplikdcick és deléciék hatdsa az E(z)™ fenotipusra
Az allélokat a megadott iranybdl kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétakkal. A hasznalt
roviditések, szimbélumok magyarazatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

Ismert tény, hogy a PcC-, és a TRX-rendszer egyenstlyban all egymdssal, az inaktivalo
rendszer meggyongiilését kompenzalhatja az aktiv allapotot fenntarté rendszer miikodésében
bedllt hiba. Ez olyannyira igaz, hogy tobb trx-G gént Pc-szuppresszor fenotipusa alapjan

izoléltak (Kennison és Tamkun, 1988). Emellett mar kordbban bebizonyitottdk, hogy a trx
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mutansok képesek az esc (Ingham, 1983) és a Pc (Kennison és Tamkun, 1988) mutansokban
bekovetkezett homeotikus transzformécidk szuppresszdlasara. Kimutattdk azt is, hogy a trx
teljes zigotikus hidnya (zrx® 1y teljesen szuppresszdlja a homérséklet-érzékeny E(z )°! allélra
homozigéta anydktdl szdrmazé homozigéta embridkra jellemzd igen erds poszterior irdnyd
transzformacidkat (Wu és mtsai, 1989), bar a letalitidst nem menekiti (Jones és Gelbart, 1993).

Az E(z)"™ hemizig6tdkban tapasztalt transzforméciok erdsségiikben és megjelenési
modjukban erdsen emlékeztetnek a mitotikus rekombindcidval larvdban indukdlt frx-
homozigéta klonokban tapasztalt transzformdacidkra (eng-szeri szdrnyfenotipus, vagindlis
lemez transzformdcid; Ingham, 1995). Ez a megfigyelés felveti azt az elképzelést, hogy a TRM
fehérje leszorithatja a normdélisan muikodé vad TRX fehérjét bizonyos, a homeotikus
transzforméciok megjelenése szempontjabdl kulcsfontossdgu helyekrdl. Ennek igazoldsara
kiprébaltuk, hogy milyen hatdsa van a trx gén ddzisdnak a Trm mutdns fenotipus erdsségére
(4.4. tabldzat). Az E(z)"™ allél trx-fenotipusat a trx-duplikdcidk ersen csokkentették és a

Trm

kikeld allatok életképessége is javult (a trx-duplikdcidt és az E(z)’ mutdciét egyardnt
hordoz¢ éllatok szdma kétszerese volt a duplikaciét nem hordozé E(z )T”" allatok szamanak). A
trx gént érintd delécidk ellentétesen hatottak, az E(z)"™ fenotipusat erdsitették, mikozben az
életképesség erdsen csokkent. Ugy tinik, hogy a TRX és az E(z)™ bizonyos targeteken
valéban kompetdl egymadssal, aminek jelentdsége van annak eldontésében, hogy egy adott
kromatindomén végiil is inaktivalodik, vagy aktiv marad.

A kovetkez kérdés az, hogy ilyen tipusii kompeticira csak a mutins E(z)™™" fehérje
képes, vagy a vad E(z) is kompetitora a TRX-nek. A kérdés eldontése érdekében a trx gént
tartalmaz6 fiiggetlen genetikai duplikdciok hatdsdt megvizsgaltuk funkcidvesztéses E(z)
allélokra is. Azt tapasztaltuk, hogy az 4ltalunk vizsgélt E(z) allélokkal kombinalva ( E(z)™,

E(z)", E(z)°) a trx duplikdciok nagy penetrancidval domindns poszterior transzformacidk

megjelenéséhez vezettek (Mcp). Ez azt jelenti, hogy az aktivalé szerepli trx ddézisdnak
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novelése képes tovabb fokozni a csokkent E(z) doézis miatt meggyengiilt epigenetikus
represszids hibat. A kisérletek azt tdmasztjak ald, hogy valamilyen szinten a normadlis E(Z) és
TRX fehérjék kompetilnak egymassal a homeotikus gének szabdlyozasiban.

Osszefoglalva: a muténs E(z)"™"

allél funkcionyeréses fenotipusa érzékenyen reagalt €s
visszaszorult a PC-TRX egyensily TRX irdnyba torténé eltoldsdra. Ez a mutans E(z)™ fehérje
kiszorulasit —mutathatja a funkciOnyeréses fenotipus megjelenése szempontjdbol
kulcsfontossagi poziciobol, ahol kétszeres mennyiségli TRX fehérje jelenlétében méar nem
johet létre E(z)™ fiiggd ektopikus inaktivdci6. Ez ugyannak az egyensdlynak a
megzavardsira utal, amelynek sordn az E(z) funkcidvesztéses mutdcié miatt instabilld valt
represszor rendszer tovdbbi visszaszoruldsdhoz és a funkcidvesztéses fenotipusok
erdsodéséhez vezet a kompetalo aktival6 faktor (TRX) mennyiségének megnovelése.
4.4. AZ E(z)™ FEHERJE KOTODESENEK VIZSGALATA ORIASKROMOSZOMAKON
Mivel mind az E(Z), mind a TRX fehérje bizonyitottan diszkrét, é€s részben egymastol

kiillonboz6 helyekre kotodik a Drosophila m. 6ridskromoszomékon, ezért é€sszertinek tiint

megvizsgélni, hogy az E(z)"*" fehérje kotodése kiilonbozik-e a vad E(z)-fehérjéétol.
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4.9. abra Vad tipusi és mutins E(2)™' fehérje kotédési mintdzatinak Osszehasonlitdsa nydlmirigy
oridskromoszémdkon

a. és ¢.). E(z)™/DF(3L)E(z)™ hemizigéta muténs larvak X kromoszéméjan lathaté kotédési mintdzat. b.) Vad
tipust larvabol szarmazé X-kromoszoma festése E(zZ) fehérje ellen termelt (Carrington és Jones, 1996)
poliklondlis antitesttel (Id.: Anyagok és modszerek). A festddések kozti kismértékii variabilitds meglétét
érzékelteti a két mutdns larvabdl szarmazd prepardtum bemutatidsa. A prominens kotohelyeket haromszogek
jelzik, melyek proximo-disztilis irdnyban szamozottak a kdnnyebb Osszehasonlitds elosegitése érdekében. A
képeken jol lathaté a meglévd kotdhelyek eloszlasanak és relativ intenzitdsdnak hasonlésdga.
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Vad, illetve E(z)"™/DF(3L)E(z)"™ (hemizigéta) larvak Sridskromoszémdin vizsgaltuk
az E(z) fehérje kotodését. Az éltalunk hasznalt fixdlds jobb kromoszéma-morfoldgidhoz, és
néhany, az eredeti szerzok éltal nem kozolt kotési hely azonositdsdhoz (4.5. tablazat) vezetett,
de nem taléltunk alapvetd kiilonbséget a vad és a hemizigéta muténs larvak kozott sem az E(z)
helyek mintazataban, sem intenzitdsaban (4.9. dbra).

Az E(z) kotohelyek listaja kromoszomanként.

X-kromoszoma 2. kromoszoma 3.kromoszoma
1A 21A 61A 86C
2D 21C 61C 87B
3C* 22A 61F 87F-88A
4C 24A 63F* 89B
5A 25EF 66A* 89C
8A 29E 66F* 89E
8B 33F 68A 90E
8F-9A 34A 68C 93E
12D 35AB 69B* 96BC
14AB* 49EF 69C 97C*
51A 70DE 99AB
56C 77C* 100A
60E 82DE(D¥*) 100B
60F 84AB 100F

4.5. tablazat A listdban csillaggal jeloltiik az altalunk azonositott, illetve pontositott kotéhelyeket.

Az OridskromoszOmdk immunhisztokémiai vizsgdlata mindig meglehetdsen durva
képet ad egy adott kromatinfehérje kotddésér6l. A szdmos PC-G kotohelyet (PRE-t)
tartalmazé BX-C (89E) példaul a nyalmirigyben represszalt allapotban van, ezért a vad E(Z)
fehérjének is erds kotOhelye, és ott nem is varunk semmilyen kiilonbséget a kotddés
intenzitdsaban E(z)""/Df(3L)E(z)"™ héttérben. Az E(z) festés a kordbbi megfigyeléseknek
megfeleléen (Carrington és Jones, 1996), esetinkben is eredményezett egy
kikiiszobolhetetlen, nagyjabol egyenletes, és a teljes Oridskromoszomdra kiterjedd enyhe
hattérfestést az er6sen festddo ,,E(z)-kotd” sdvok megjelolése mellett.

Nem talaltunk azonban erds, a vad E(zZ) fehérjére nem jellemz6 kotdhelyeket (példaul

a nem E(z) fehérje kotd, de TRX asszocidlt kdtOhelyeken a kizardlag mutans (E(Z)TRM

) fehérjét
tartalmaz6é hemizigéta larvak oridskromoszémain sem. Ebbodl azt a kovetkeztetést vontuk le,

hogy a mutdns fehérje alapvetden nem kotddési mintdzatdban, hanem mikodésében
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kiilonbozik a vadtol, €s olyan kromatin régidkban okoz a normadlisndl erdsebb inaktivaciot,
mely régidk hasonlé mértékben egyben a vad E(z) fehérjének is kotohelyei.

4.5. Az E(z)™ TAMADASPONJANAK TERKEPEZESE PRE-T TARTALMAZO
PAROSODAS-ERZEKENY TRANSZGENIKUS RIPORTERGEN KONSTRUKCIOK
SEGITSEGEVEL

Mivel az 6ridaskromoszémakon megjelend E(z) pozitiv savok csak meglehetdsen durva
képet nyujtanak egy adott kromatinfehérje kotodési helyérdl, gy gondoltuk, hogy a mutdns
fehérje inaktivacios muikodését érdemes finomabb felbontdsu rendszerben is térképezniink.
Erre kézenfekvd lehetdségként kindlkozott a PRE-t tartalmazd, péarosodds-érzékeny

inaktivaciot mutaté transzgenikus vonalak alkalmazésa.

Hhal 3520
Apal® Ilval 2509 ‘Ball,3530
: HindlII 163 Dlval 1346 : Apal 2654 HindlII 3761
| | | | | 1 |
[ ! ! I |:| I i
HS4
HS1 HS2 HS3
\ - > . -’
Y Y
Fab-7 boundary iab-7 PRE
C T+— Fam
E 3 Fab-7?
[ | FLWI
Hind 1T Hind 1T
[ | 8.56.5
Hind IIT — - Xbal
| - . | 82CD
Hind I Hind IIT
| | 18.73.1
Apal Xbal
! I H21
Apal Ball
r—< 102.103

4.10. abra A Fab-7 régi6 vazlatos térképe a hiperszenzitiv helyek feltiintetésével, és a régiobdl szarmazé
parosodas-fiiggd inaktivaciot okozé PRE-darabok elhelyezkedési viszonyai

HS1, HS2, HS3 HS4: 1.2.3.4. szamu nukledz-hiperszenzitiv hely a régioban (Hagstrom és mtsai 1997
alapjan). HindIII, Mval, Ball, Apal, Xbal restrikciés enzimek hasitohelyei. Fab-7": a Fab-7' deléci6 altal kiejtett
szakasz; Fab-7°: a Fab-7° delécié dltal kiejtett szakasz. A felhasznalt iab-7 PRE-tartalmazé DNS darabok
elhelyezkedése: FLWI (Cavalli és Paro, 1998), 8.56.5. (Hagstrom ésmtsai, 1997), 82CD (Hogga és mtsai, 2001)
18.73.1. (Hagstrom és mtsai, 1997), H21 (Pintér Lajos kozoletlen), 102.103. (Mishra és mtsai, 2001).
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Kisérleteinkhez a bithorax-komplex egyik jol feltérképzett, és laboratoriumunkban is
intenziven kutatott régidjat, az iab-7 PRE-t valasztottuk ki. Tobb olyan parosodas-érzékeny
vonallal is rendelkeztiink ugyanis, amelyek az iab-7 PRE régi6 kiillonb6z6 méretli darabjait
hordoztdk miniwhite ripotergén elé épitve (Hagstrom €s mtsai, 1997; Cavalli és Paro, 1998;
Mihdly €és mtsai, 1999; Hogga és mtsai, 2001; Mishra és mtsai, 2001), ezért ezeket hasznéltuk
fel tovabbi finomtérképezésre. Elsoként olyan transzgén beépiiléseket hasznaltunk, amelyek a
kozel teljes hosszusagu 3598bp HindllI-HindlIl és a 3337 bp HindlIl-Xbal Fab-7 fragmentet
tartalmaztdk (4.10. dbra) kiilonboz6 elrendezésiui transzgenikus konstrukciokban. Az FLW1-
ben a beépiilés az X-kromoszomara tortént (13F), ezért a konstrukciét homozigéta
(parosodésra képes) formdban tartalmazd ndstények szeme a himekénél sokkal vildgosabb
(4.11. abra a.). Az E(z )™ az inszertet heterozigéta forméban tartalmazé himekben is er6sen
vildgositotta a szemszint (4.11. dbra b.), az inszertet homozigéta allapotban tartalmazé
nostények szemét pedig majdnem teljesen kifehéritette (4.11. dbra c.). Tovabbi érdekességet
jelentett, hogy az d&ltalunk haszndlt inszert a scalloped (sd) gén szabdlyozd régidjaba
inszertalodott €s az eredeti kozlemény szerint is 28°C -on a kifejlddo allatok egy része
jellegzetes sd fenotipust mutatott (Cavalli G, Paro R., 1998). Az E(z)"™ nemcsak az inszert
szemszinét vilagositotta (azaz a white riportergént inaktivalta), hanem a szomszédos sd génre
is er6s inaktivdlé hatdst gyakorolt. Kisérleteink szerint E(z)"” hattérben mér 25°C-on és
himekben is erds sd fenotipus jelent meg (4.11. dbra b.), homozigéta parosodd transzgén
kopidk jelenlétében pedig tobb ndstény dllatnak teljesen hidnyzott a szarnya (4.11. dbra c.).

Fenti kisérleteink egyértelmiien azt bizonyitottik, hogy az E(z)"™ mutdnsnak hatdsa
van a BX-C-b0l szarmazé PRE €s boundary szakaszt is tartalmazé transzgenikus inszert
inaktivaciéjara, és ennek az inaktivdcionak a mértéke fiigg attél, hogy az inszert parosodott

allapotban van-e jelen. Ezen kiviil kisérleteink azt jelezték, hogy a kialakult inaktiv allapot
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képes a BX-C-bdl szarmaz6 DNS szakasz jelenlétében a két riportergénen 4t terjedve még a

z_

tovabbi 3 kb tavolsdgra 1évo sd gén promoter régidjanak inaktivalasara is.

4.11. abra Pirosodis-érzékeny FLWI inszertet tartalmazo llatok szemszine

a.) FLWI X-kromoszémads inszertet hemizigéta allapotban tartalmazé him és a parosodd inszertet hordozé
néstény szemszine. b.) FLWI inszertet hemizigéta allapotban tartalmazé E(z)""/+ him. Megfigyelheté a
szemszin kivildgosoddsa és sd fenotipust mutaté szarny. c.) FLW1 inszertet homozigéta allapotban tartalmazé
E(z)"™/+ ndstény. Lathat6 a szemszin erds kivildgosoddsa és az extrém sd fenotipus.

Tovdbbi kisérleteink arra irdnyultak, hogy megprébaljuk az E(z)""-fiiggd
inaktivacidhoz sziikséges iab-7 régiét minél inkdbb lesziikiteni. Ehhez el6szor is
megprébalkoztunk egy 200 bp-ral révidebb, de a Fab-7° hatdrolé szekvenciat (,,boundary”) és
az iab-7 PRE-t is tartalmazé olyan konstrukt hasznélatdval (Hagstrom és mtsai, 1997), amely
a BX-C szakaszt a white enhancer és a miniwhite kozé épitve tartalmazta és a riportergén utan
hatérol6 régidval is rendelkezett (4.10. dbra).

Trm

A 8.56.5. jeli X-kromoszomads inszertre az E(z)"" csak a ndstényekben (parosodas-
fliggd moédon) mutatott vildgositd hatdst, mig a funkcidvesztéses €s antimorf E(z) allélok a
konstrukciot hordozé allatok szemszinét sotétitették (4.12. abra). Tehat ez a DNS-darab
tartalmazta az E(z) fiiggd normalis inaktivdldshoz sziikséges elemek mellett az E(z)""-fiiggd
erdsebb inaktivacio feltételeit is. Megprobaltuk elvalasztani a fent emlitett szekvencia részeket
olyan pdrosodds-fiiggd inaktivaciét mutatd inszertek segitségével, amelyek elvélasztottdk

egymastdl az eddigi inszertekben egyiittesen jelenlévd iab-6 és iab-7 kozotti hatarol6 szakaszt

(,,boundary”) és az iab-7 PRE-t.
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4.12. abra Kiilonboz6 E(z) allélok hatdsa a homozigéta 8.56.5. inszert szemszinére
A homozigéta llapotban narancssirga 8.56.5. szemszint (iires haromszog) az E(z)"™" erésen vildgositja (kitoltott
fekete haromszog), mig az E(z )% antimorf allél erés sotétité hatdssal birt (bal alsé zold haromszog).

A 82CD-tipusu inszertek a Fab-7° éllatokb6l szdrmazé HindIII-HindIIl fragmentet
tartalmazzdk, azaz a boundary hidnyzik beldliik, de egyébként azonosak az elézdleg vizsgalt
8.56.5.-tipusu inszertekkel (4.10. dbra). A két rendelkezésre 4ll6 inszert (82CD, F12)
ellentmondasosan viselkedett, a 82CD-t az E(z)Trm sotétitette, az FI2-t vildgositotta.
Val6sziniileg a beépiilés kornyezetében 1évo szekvencidk is befolydsoltdk az interakciét ezért,
sziikségesnek latszott tovabbi parosodas-fiiggd inaktivacidt mutatd beépiilések izoldldsa az X
kromoszémads F'12 inszert mobilizdldsaval (1d.: Anyagok és mddszerek).

A parosodas-fiiggd inszertek koziil 6 olyan masodik kromoszémads beépiilést taldltunk,
amelyeknek homozigéta dllapotban a szemszine nem volt teljesen fehér (csak ezek lehetnek
alkalmasak arra, hogy vildgosit6 hatdst keressiink a segitségiikkel). A vonalak mindegyikének

Trm

a szemszinét vildgositotta homozigoéta dllapotban az E(z)"™, mikdzben az inszert heterozigbta

allapota esetén nem mutatott észlelhetd hatast (4.13. dbra a.).
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4.13. abra A pirosodéds-érzékeny FI12.37. és a nem parosodas-érzékeny F12.20 inszertet hordozé allatok
szemszine heterozigéta és homozigéta allapotban, vad és E(z)"™ hattérben.

a. A parosodas-érzékeny F12. 37. szamu inszert szemszinét heterozigdta dllapotban nem befolydsolja az E(z)
jelenléte, homozigéta allapotban azonban a muticié erds vildgosit6 hatdssal bir. b. A nem parosodas-érzékeny
F12. 20. inszercié heterozigéta allapotban is vildgosodik az E(z)"™ mutdns héttéren, a kissé sotétebb szemii
homozigétdkban a vildgosité hatds szintén erds, de a kikeld dllatok szeme nem teljesen fehér. Az dbran bal
oldalon a heterozigétak, jobb oldalon a homozigétak lathatok, feliil vad hattéren, alul E(z )T"" mutans hattéren.

Trm

A felhaszndlt parosodas-fiiggd F12-bdl ugratott inszertek mindegyikének szemszine
vildgosodott két funkcidvesztéses trx-G allél (Df(3R)red-P93, ashl 22) hatasara is (4.14. abra).
A funkcidvesztéses E(z) allélok pedig a szemszint erdsen sotétitették. Ez a sotétitd hatds olyan
kifejezett volt, hogy a laboratériumunkban folytatott rontgen mutagenezis kisérletben tobb j
E(z) allélt is sikertilt izoldlni a 82CD inszertet sotétitd hatds alapjan (Ardé Laszlo, kozoletlen),
ami azt bizonyitja, hogy a vad E(z) fehérje dontd szerepet jatszik az adott szakasz parosodés-

fliggd inaktivacidjanak kialakitasaban.

4.14. abra A pérosodés-érzékeny F12.18. (a.) és a nem pérosodas-érzékeny F12.20 (b.) inszertet hordozé
allatok szemszine heterozigéta és homozigéta dllapotban, vad és Df{3R)red P93 hattérben

A képeken bal oldalon a kontroll homozigétak, jobb oldalon a trx homozigétak lathaték. Homozigéta inszertekre
a mutacio erds vilagositd hatdssal bir.
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Taléltunk olyan nem pdrosodds-érzékeny inszertet is (F12.20.), amely heterozigéta
allapotban is kivildgosodott E(z)"™ hattérben (4.13. 4bra b.) Ebben az esetben val6szintileg a
beépiilés kornyezetében 16v6 cisz-szekvencidk segitették el az E(z)"™ inaktivalé miikodését.
A Trm mutéci6 emellett az emlitett inszertet (F12.20.) természetesen homozigdta formdban is
kivilagositotta.

Ezen az adatoknak az alapjan megéllapithat6, hogy a hatdrolé szekvencidt nem
tartalmazé (82CD-tipusu) konstruktok tovabbra is tartalmazzak azt a szakaszt, amelyen

Trm

keresztiil az E(z)""-fiiggd hiperinaktivacid érvényesiil. Vagyis az ektopikus inaktivaci6hoz
nem sziikséges a hatdrol6 szekvencia jelenléte.

Mivel a 82CD-tipusu inszertek a szigoru értelemben vett PRE-szakasz mellett még
kortilbeliil 2.5 kb egyéb BX-C szekvenciat is tartalmaznak, a kovetkezd 1épésben azt
vizsgaltuk meg, hogy a leszlkitett PRE szakasz (,,core-PRE”) dnmagédban elegendd-e az
E(z)""-fiiggd inaktivacié kialakuldsdhoz. Kisérleteinkben a PRE darabot white enhanszer és
miniwhite riportergén kozé épitett Apal-Xbal fragmentet hordozé (4.10. dbra) vonalakat
hasznéltunk fel. Az ilyen tipusu (/8.8.6., 18.73.1., 18.34.6.) inszerteket homozigéta allapotban
hordozé vonalak koziil egyiknek a szeme sem vildgosodott az E(z)"™ hatdsira. Az E(z)"™™
jelenléte nem vildgositotta a még rovidebb PRE szakaszt hordozé vonalak szemszinét sem
(H21, 102.103). A laborunkban végzett mas irdnyu kisérletekbdl kideriilt, hogy a 18.73.1.
inszertet homozigéta formaban hordozé allatok szemszine funkcidvesztéses és antimorf E(z)
allélok hatterében megsotétedik (Honti Viktor kozoletlen), ami valdszinlisiti az E(z) fehérje
szerepét az emlitett 866 bp hosszusagu PRE szakaszon kialakulo represszi6 fenntartasaban.

Trm

Kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy az E(z)" " ektopikus inaktivalé hatdsahoz
nem sziikséges a hatdrol6 szekvencia, és nem elegendd énmagédban a minimalis iab-7 PRE. A

kisérletekben felhasznalt vonalakat mas ismert Pc-G és trx-G mutaciok hatterében is

vizsgaltuk. Megéllapitottuk, hogy azok a vonalak, amelyek homozigéta forméban
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Trm

vildgosithatéak az E(z)'" -mel ugyanazok, amelyek ashl és trx funkcidvesztéses
allélokhétterében is kivildgosodnak. Eredményeink arra utalnak, hogy a PRE kozvetlen
kozelében elhelyezked6 TRE (Df(3R)red-P93, ash1” és trx-G  mutdcikra érzékeny)

szakaszok jelenléte sziikséges az ektopikus inaktivacio kialakuldsdhoz.

4.6. AZ E(z)™ INTERAKCIOI HOMERSEKLET-ERZEKENY ES ANTIMORF E(Z)
ALLELOKKAL

A Trm fenotipus véltozdsdnak vizsgélata kiillonbozd, molekuldrisan jellemzett,
fiiggetlen E(z) allélokkal fontos informécidkkal szolgélhat az E(z)-komplexek miikddésére, a
kiillonbozé mutdciok 4ltal érintett domének funkcidjara vonatkozodlag. Ezért sziikségesnek
latszott annak eldontése, milyen mértékben képesek kiillonboz6 funkcidkat érintd, fiiggetlen
muticiok befolydsolni az E(z)"™ hatterében bekovetkezd ektopikus inaktivaci6t (4.6.
tablazat).

A hémérséklet-érzékeny E(z)°' allél (Wu és mtsai, 1989) az E(z)""-mel sem a
restriktiv homérsékleten, sem a még szemipermisszivnek tekinthetd 25°C-on nem életképes.
Az E(z)* allél szdmdra permissziv hémérsékleten, 18°C-on pedig a kikelé E(z)°'/E(z)"™
allatok a +/E(z)"™ kombindci6nal erdsebb trithorax-fenotipust mutatnak és sterilek annak
ellenére, hogy Onmagaban az E(z)°'1E(z)" homozigétak €lnek €s nincs sajat homeotikus
fenotipusuk 18°C-on. Megfigyeléseink arra utaltak, hogy a hoémérséklet-érzékeny allél
valgjdban a permissziv hdmérsékleten is rosszabbul mikodik a vadnél, és/vagy a vad E(z)
kopidnél rosszabb kompetitor, és ezért kevésbé gatolja, vagy esetleg egyenesen eldsegiti a
mutans fehérje altal létrehozott ektopikus inaktivaciot.

Mivel az E(z) dozisdnak csokkentése, illetve hipomorf allélkombinacidk is jelentdsen
erésitik az E(z)"™ funkciényeréses homeotikus fenotipusit, és nagymértékben rontjak a
transzheterozigétak életképességét, meglepédve tapasztaltuk, hogy bizonyos E(z)™™
/E(z)"™™ allélkombinaciok nemcsak életképesek, hanem egynémely esetben a trithorax-

fenotipus erds szuppresszorai, st az életképességet is szdmottevOen javitjdk (4.5. tablazat).
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Az antimorf E(z) allélok &ltal okozott fenotipikus szuppresszié két antimorf tulajdonsagu

(Pelegri és Lehmann 1994) son allél esetében nemcsak a vad E(z) kopia jelenlétében

tapasztaltnal (E(z)""/+) er6sebb, de még anndl is, mint amit egy menekité konstrukci6

formdjaban bejuttatott, extra kopia E(z) gén okoz.

Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4
A Kkeresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3
jeleztiik
Oregon-R & 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R Q 16.7% 0% 73.6% 1.7% 41%
n=2570n=448 n=2706n=448 n=546
E(z) 3 13%° 0% 18%** 0% 1%
n=58 n=58 n=57 n=57 n=35
E(z)"Q 24%" 0% 19%** 0% 100%™
n=57 n=57 n=58 n=58 n=35
E(z)%3 50% 0% 75%  24% 100%
n=152 n=152 n=152 n=152 n=22
E(z)"™ Q 0%~ 0% 0%~ 0% 0%
n=298 n=298 n=298 n=298 n=45
E(z)" & 0% 0% 0.7%" 0% 0%
n=128 n=128 n=298 n=298 n=46
E(z)"™ Q 0% 0% 15%" 0% 0%
n=166 n=166 n=166 n=166 n=42
E(z)" & 2% 0% 18%" 0% 0%
n=310 n=310 n=310 n=310 n=74
E(z)"™ Q 0.1%" 0% 0.1%" 0% 0%
n=856 n=856 n=856 n=856 n=46
E(z)™ 3 0% 0% %™ 0% 0%
n=184 n=184 n=184 n=184 n=42

4.6. tablazat. Az E(z)"™ interakcidi kiilonbozé antimorf és homérséklet-érzékeny E(z) allélokkal
Az allélokat a megadott iranybél kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétakkal. A hasznalt

roviditések, szimbélumok magyarazatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

Az emlitett két allél (a sonl és a son3) homozigéta formaban, egymadssal, és mads,

funkcidvesztéses E(z) allélokkal egyarant letalis, és emellett erds zl—szuppresszor hatédst mutat.

Meglepd6 moédon azonban az ivarvonal atiiltetéssel (pole cell transplantation) el6allitott

E(z)*"/E(z)*"™ K16nokbél szdrmazé embridk egyaltalan nem mutatnak Pc-jellegti homeotikus
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transzformdcidkat (Pelegri és Lehmann, 1994). Tehét gy tlnik, hogy az E(z)*" allélokban

tortént muticid csak az E(z) gén valamely specifikus alfunkcidjét érinti, és semmiképpen sem

son Trm

egyszerien az E(z)"" allélok er6s Polycomb- és az E(z)""" erOs trithorax-fenotipusdnak

valamiféle ereddje okozza az E(z)"™/E(z)*" allatok csaknem vad fenotipusat.

son2

Fenti kovetkeztetésiinket alatdmasztja, hogy az E(z)" allél, amely a tobbi son alléllel
letdlis, de funkcidvesztéses E(z) allélokkal életképes és fertilis (bar a felndtt allatokban
poszterior irdnyu transzformdciokat mutat), €s sajit kisérleteink szerint is a legerdsebb
Polycomb-enhanszer hatdsd, a leggyengébb E(z)"™ szuppresszor. P¢ alléllal him irdnybol
keresztezve a son’ és son’ allélok csak ritkdn eredményezik kis sotét klonok megjelenését a 4.
tergitlemezen (Mcp-fenotipus) és a P¢® domindns extra szex fésii fenotipusédnak sem
szignifikdns enhanszerei, mig a son” allél keresztezése erds Mcp fenotipust eredményez, és a
szarnylemez redukcidjdhoz vezet (er6s Cbx fenotipus), emellett a legtobb ldbon extra szex
fésiikk jelennek meg. Megfigyeléseink abba az irdnyba mutatnak, hogy valdsziniileg az
antimorf allélok kozvetlenill képesek modositani az E(z)”™ funkciényeréses jellegét.
Lehetséges, hogy a son allélok altal kodolt mutans E(z) fehérjék oly médon képesek kozvetlen

TRM

fizikai kolcsonhatdsba 1épni az E(z) "-mel, hogy a kétféle mutdns fehérjébdl kialakul6

komplex mar nem, vagy alig mutatja az eredeti funkcidnyeréses tulajdonsdgokat.

son

Ha kozelebbrol szemiigyre vessziik az E(z)"" mutaciok elhelyezkedését a protein

szekvencidn (4.15. abra) az E(z)"™ mutéci6 4ltal érintett pozicidhoz képest, furcsa egybeesést

sonl

figyelhetiink meg. Szembed6tld, hogy a legerdsebb szuppresszor hatasu E(z)™ pontmutacio
altal érintett aminosav (681 Phe->Ile) minddssze 60 aminosav tavolsdgra helyezkedik el az
E(z)"™-ben muténs arginint8l, az E(z)** még mindig a SET-doménen beliil (635 Ile>Asn) de

son2

mar 106 aminosavnyira, mig a gyenge Trm-szuppresszor E(z)”"* még tovabbi 62 aminosavval
tdvolabb (573 Pro->lle), a SET-doménen kiviil, az ugynevezett cisztein-gazdag PreSET-

doménben van (a son allélok pozici6ja Jones €s Carrington személyes kozlése). A kiilonb6z6
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son mutansokrol tehdt megéllapithatd, hogy minél kozelebb kovetkezett be mutacié az E(z )T’m

poziciéhoz képest, annal er6sebb Trm-szuppresszor mutans jott 1étre.

- ]
E(z)*" mutdcié E@E)™ mutdcié

523 741
SAC
573 &35 &85
sans sen’ sanlt

E(zF™ mutdcidk

4.15. Abra Az ENHANCER OF ZESTE fehérje szerkezete a konzervélt domének feltiintetésével
Az dbrizolt régiéban elhelyezkedd antimorf mutdcidk helyzetét kék nyilak az E(z)"™ muticié helyzetét piros nyil
jeloli. Az E(z)” mutéci6 oka egy hobo transzpozon beépiilése, a jelzett aminosav pozici6 utén.

Vagyis ugy tlnik, hogy a SET domén kiillonbozé pozicidiban hibds pontmutins
fehérjék, egymassal kozvetlen kolcsonhatasban, vagy legaldbbis hatdsuk ereddjében nemcsak
kompenzalni képesek az E(z)"™ hatdsat, hanem az is kideriilt, hogy ez a kompenzicié annal
tokéletesebb, minél kozelebb vannak egymdéshoz a kdlcsonhatdsba 1épd mutans fehérjékben
érintett aminosav poziciok.

Az E(z)° jeli antimorf allél egy hobo inszerciét tartalmaz, melynek
kovetkezményeképpen egy 523 aminosav hosszisdgid, SET-domén és cisztein-gazdag régio
mentes, C-termindlison csonkolt fehérjét kodol (Jones és Gelbart 1993). Ez az erds antimorf
allél is kikel az E(z)"™-mel transz helyzetben, bdr itt a kikelé allatok fenotipusa sokkal
kevésbé szuppresszdlt, mint a pontmutins antimorf allélok esetében. Az, hogy az
E(z)°IE(z)"™ kombindci6 életképes, és az E(z)* valamennyire gyengiteni is képes az E(z)"™
fenotipusét, arra utal, hogy esetleg az E(z)” 4ltal kédolt csonka fehérje is képes interakcioba

1épni, vagy valamilyen szinten kompetdlni a TRM-fehérjével. Ha keletkezik E(z)*/E(z)™
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komplex, az blokkolhatja az E(z)"*"-et, vagy a miikddésképtelen E(z)® egyszerten részben
helyettesiti és leszorithatja a funkciényeréses tulajdonsagi E(z) ™™ -et az E(z) kotéhelyekrol.
4.7. Az E(z)™" HATASA MATERNALIS NANOS MUTACIORA

Az E(z)"" allélokat a materndlis nanos fenotipus szuppresszoraiként izoldltdk (4.16.
dbra). Azoknak a suppressor of nanos (son) alléloknak, amelyek az E(z)""™ fenotipusét erésen
képesek szuppresszdlni erds nos-szuppresszor hatisuk van, de gyenge sajat homeotikus

fenotipussal rendelkeznek.

4.16. abra A nanos fenotipus szuppressziéja

a.) Homozigéta nos™” embridk fenotipusa: a hatulsé szelvényezett régi6 teljesen hidnyzik. b.) hb"™nos” Inos*’
embridkban a fenotipus gyengén szuppresszalodik, két-hdrom szelvény kifejlédik. c.) hb™nos"IE(z) " nos™’
embridkban a fenotipus teljesen szuppresszalddik, a vad fenotipusti embridk életképesek és a kifejlodd felnott
allatok fertilisek.

b M

Kivancsiak voltunk arra, hogy az E(z)"™ befolyésolja-e a materndlis nanos fenotipus
megjelenését, és milyen hatdssal van a leirt son allélok nos-szuppresszor fenotipusira. Méas
szoval meg kivantuk vizsgélni, taldlunk-e ebben a teljesen fiiggetlen rendszerben is arra utald
jelet, hogy az antimorf és a funkciényeréses E(z) fehérje kozt kiilonleges interakcid 1ép fel, és

ebben az esetben is igaz-e az, hogy a kétféle mutidns fehérje egyiittes jelenléte a vadhoz
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hasonléan miikédé fehérje-komplexet eredményez. Ennek érdekében E(z)""hb™nos™ IE(z)*"
nos™’ genotipusi anydktol szarmazé embridk abdomindlis fenotipusat vizsgaltuk meg (4.7.
tablazat).

Mint az a 4.7. tablazatbdl is kiolvashatd, az E(z)T”" allél bevezetése szignifikansan

son

gyengitette a vizsgdlt E(z)"" allélok nos-szuppresszor fenotipusit. Megjegyzendd, hogy itt is

erésebb szuppresszid lépett fel a mutacios helyben kozelebb 16v6 E(z)*™

allél esetében, annak
ellenére, hogy ennek az allélnak a sajat nos-szuppresszor fenotipusa 0tszor olyan erds, mint a
masik vizsgalt allélé (E(z)*"?). Emellett az E(z)™™ sajat gyenge, de szignifikdns nos-
enhanszer fenotipusa arra utal, hogy a funkcidnyeréses allél a gap géneken is a vad E(z)
fehérjénél erdsebb represszid létrehozdsara képes. Pelegri és Lehmann kisérletei szerint még

gyenge hipomorf funkcidvesztéses E(z) allélok is gyenge nos-szuppresszorok, mig az dltalunk

izolélt allél ellentétes irdnyu fenotipusa a funkcidnyeréses jelleg tjabb jelzdje.

Keresztezett allélok nos™’ ho™ nos™  E@)™™ ho™ nos™
nos"’ 0 (470) 3,69 (2140)  1,96* (1052)
E(z)*™ nos" 0,97 (103) 9,58 (511)  3,83** (1259)
E(z)*" nos™’ 8,8(270) 5038 (917) 2,53%* (849)

4.7. tablazat Kiilonboz6 E(z) allélok nos-szuppresszor fenotipusa

A nos-szuppresszié penetrancidjanak a legalabb harom abdomindlis szelvénnyel rendelkez6 embridk szdzalékban
kifejezett ardnyét tekintettiik. A megvizsgélt embridk szamdt zardjelben tiintettiik fel. *A penetrancia (P<0,01)
szinten kiilonbozik a kontrolltél. **A penetrancia (P<0,001) szinten kiilonbozik a kontrolltdl.

Eddigi kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy a muténs E(z)™™" fehérje a vad és a
pontmutins E(z) fehérjékkel egyarant képes egyiittmikodni, €s valdszinlleg a fehérjék C-
termindlis részének kozvetitésével kozvetlen fizikai kapcsolatba 1épve homomultimer
komplexeket alkotnak. Kisérleteink tobbségében a mutdns E(z)”™ heterozigéta formdban van

jelen, ekkor a felépiild komplexek tartalmazhatnak kizarélag mutans fehérjét, lehetnek vegyes
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Osszetételi komplexek, vagy kizardlag vad fehérjét tartalmazéak. Az antimorf allélok
bevezetése esetén pedig a csak E(z)™™ fehérjét, és csak antimorf E(z) fehérjét tartalmazd

komplexek mellett megjelennek vegyes mutdns komplexek is.

4.8. Az E(z)™ INTERAKCIOJA MAS POLYCOMB-CSOPORTBA TARTOZO
MUTACIOKKAL

Az E(z)"™ reverziGja sordn is kideriilt, hogy a domindns Trm fenotipus nemcsak
funkcidvesztéses E(z) allélokkal sziintethetd meg. Két ismert mdsodik kromoszomas Pc-G
génnek, a Polycomblike (Pcl) és az Enhanszer of Polycomb [E(Pc)] géneknek az E(z)"™™
reverzios kisérletben izoldlt rontgen alléljai (Sipos L., kozoletlen) szintén nagyon erdsen
szuppresszaltak az E(z)"™ heterozigétdk domindns anterior irdnyd transzformdacidit. Mivel
ismert, hogy a PoLYCOMB fehérjék alapvetd szerepiiket, az daltaluk szabdlyozott gének
iranyitott represszigjat altalaban egymassal egyiittmikodve 1atjak el (Franke és mtsai. 1992,
Rastelli és mtsai. 1993, Carrington és Jones 1996, Tie és mtsai. 2001), érdekesnek latszott
megvizsgélni, hogyan hatnak az E(z)"™ funkciényeréses fenotipuséra a pszeudo-revertdnsként
izolélt Polycomb-csoportba tartozé gének mads, ismert funkcidvesztést okozo6 alléljai. Miutan a
megvizsgalt ismert Pcl allélok (Pcl™, Pcl®) erés fenotipikus szuppresszornak bizonyultak
(4.8. tablazat), és a rendelkezésiinkre 4ll6 ismert E(Pc) allélnak is szamottevd szuppresszor
hatdasa volt (4.8. tablazat), érdemesnek latszott mas ismert Pc-G mutidnsok hatdsat is
megvizsgalni.

Kisérleteink elvégzésének idején az E(z) fehérje molekularis partnereirdl semmiféle
informdcié sem volt ismert. A vizsgalt funkcidvesztéses, illetve funkcionyeréses E(z) allélok
korabbi kisérletekben (Campbell és mtsai, 1995) altalaban csak gyenge €s nehezen
értékelhetd, kis penetrancidji poszterior transzformaciokat okoztak mds ismert Pc-G

mutdnsokkal kombindlva, ezért az E(z)"™

erdsen szuppresszdlhaté fenotipusa sokkal
igéretesebbnek latszott a vad E(z) funkciét medidlé kolcsonhatd partnerek keresésére. Ezért

az E(z)"™-et szamos ismert Pc-csoportba tartozé gén reprezentativ alléljaval kereszteztiik, és a
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kikeld, megfeleld genotipusu éallatok fenotipusdt, az Anyagok és mddszerek fejezetben
részletesen leirt modon, értékeltiik (4.8. és 4.9. tablazat).

T6bb olyan ismert Pc-G gént is taldltunk, melyek az E(z)"™ heterozigéta fenotipusat
valamely oldalr6l keresztezve oly mértékben szuppresszaltdk, hogy a kikeld
transzheterozigéta allatok, vagy legaldbbis bizonyos hédnyaduk, semmiféle anterior irdnyu
transzforméciét nem mutatott. Ezek a Polycomblike (Pcl), az extra sexcomb (esc), a Su(z)I12, a

polyhomeotic (ph), pleiohomeotic (pho) és a Su(z)5 voltak.

Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4
A Kkeresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3
jeleztiik
Oregon-R & 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R Q 16.7% 0% 73.6% 1.7% 41%
n=2570n=448 n=2706n=448 n=546
Pcl® & 0% 0% 0%~ 0% 0%
n=78 n=78 n=78 n=78 n=19
esc’Cy0 & 55% 0% 95%" 0% 28%"
n=200 n=200 n=200 n=200 n=50
esc’’ 3 6.4% 0% 17.6% 0% 15%"
n=980 n=980 n=980 n=980 n=221
esc’ 1.8%"° 0% 51%" 0% 2.6%
n=272 n=272 n=272 n=272 n=75
pho' & 0% 0% 65% 0% 1%
n=298 n=300 n=300 n=300 n=39
pho' Q 9% 0% 19.5%"0% 0%
n=458 n=460 n=460 n=460 n=53
ph?'? Q 2% 0% 11.4% 0% NA
n=402 n=402 n=402 n=402
ph'’ 3 9% 0% 22% 0% 33%
n=542 n=542 n=517 n=517 n=98
Su(z)5 3 4% 0% 19%" 0% 31%
n=241 n=241 n=241 n=241 n=148
Su(z)12° 3 94%" 0% 2.5% " 0% 33%
n=239 n=239 n=239 n=239 n=102

4.8. tablazat Az E(z)"™ interakciéi Polycomb-csoportba tartozé géneknek a fenotipus erds szuppressziGjat
okoz6 mutans alléljeivel

Az allélokat a megadott iranybél kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétakkal. A hasznalt
réviditések, szimbSlumok magyarazatat 1d. a 4.2. tiblazatban. NA: nincs adat, a ph*'® @ keresztezése nem vezet
életképes transzheterozigéta himek kikeléséhez (szintetikus letalitds) ezért a himek tergittranszformacidjanak
mértéke ebben az esetben nem értékelhetd.
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Kiilonosen erds szuppresszor hatdsa van a Polycomblike (Pcl) gén minden vizsgalt
alléljanak, barmely oldalrdl keresztezziik is. A Pcl/+; E(z)"™/+ kettés heterozigéta allatok
tilnyomo tobbségében a Trm fenotipus nyomtalanul eltiinik. A Pc/ mutdnsok sajat poszterior
iranyu transzformacioi vagyis A4 tergiten AS5-re jellemzo sotét klonok megjelenése, illetve a
masodik €s harmadik par ldbon extra szex-fésli fogak megjelenése nem valtak gyakoribba. A
Pcl tehdt erésen haplo-inszufficiensnek mutatkozik az E(z)""-fenotipusdnak megjelenése

Trm £1tal a

szempontjdbol, ami arra utal, hogy a PCL géntermék mennyisége sziikséges az E(z)
bithorax-komplex cisz-reguldtorain kivéltott ektopikus inaktivacié kialakuldsahoz. Ezen kiviil
ugy tlinik, hogy maga a Pcl lokusz nem 4ll E(z) szabélyozas alatt, ami 6sszhangban van azzal,
hogy az o6ridskromoszoman elfoglalt helye (55B5-7) nem kothelye egyetlen ismert PC-G
fehérjének sem (Filiggelék). Szintén erds szuppresszor hatdsa volt az extra sex comb (esc) gén
mindkét kiprobdlt, funkcidvesztéses alléljanak (esc?, esc'’). Ez kiilonosen azért érdekes, mert
az esc gén homozigota életképes €s recessziv, csak a felndtt homozigétadk mutatnak gyenge
poszterior irdnyd transzformécidkat (féleg Mcp-fenotipust, valamint a himek masodik és
harmadik pér 1aban megjelend extra szex fést fogakat). Embriondlis fenotipusa pedig csak a
homozigéta anyaktol szarmazé homozigéta embridknak van (Sruhl G, 1981). Annak ellenére
azonban, hogy az esc elsdsorban anyai hatdsd, és legkevésbé sem haplo-inszufficiens, az
E(z)"™ héttérben még him irdnybdl keresztezve is ersen szuppresszal, homozigéta esc

Trm

héttérben (esc’/esc’®) pedig az E(z)"" anterior transzformaciéi minden megvizsgalt allaton
megszinnek (sajat kozoletlen adat).

Szintén igen erds fenotipikus szuppresszor a pleiohomeotic (pho) gén mindkét vizsgélt
allélja. A szuppresszalo hatds kiilondsen anyai oldalrdl erdteljes. Itt azonban az abdomindlis
hatds (a csaknem tokéletes szuppresszid) eltér a torszelvényeken lathat6 erdteljes, de gyakran

részleges hatastol. Az esc €s a pho egyarant olyan Pc-G gének, amelyek amorf alléljai

homozigoéta életképesek, €s nincs sajat domindns fenotipusuk.
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Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4
A Kkeresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3
jeleztiik
Oregon-R &3 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R Q 16.7% 0% 73.6% 1.7% 41%
n=2570n=448 n=2706n=448 n=546
P’ 3 0.6% 0% 39.4% 0% 14%"
n=342 n=342 n=292 n=292 n=96
Pc' Q 0% 0% 48% 0% 58%"
n=342 n=342 n=292 n=292 n=96
P’ 0.%" 0% 69% 0% 55%
n=78 n=78 n=78 n=78 n=29
Pc Q 0.%" 0% 84%" 0% 51%"
n=142 n=142 n=142 n=142 n=46
Sce' @ 0.4%" 0% 7% 0% 46%
n=199 n=199 n=218 n=218 n=42
Sce' & 0.9%" 0% 65.6%" 0% 50%
n=64 n=64 n=64 n=64 n=23
E(Pc) &8 2.1%" 0% 36.5% 0% 70%"
n=364 n=364 n=364 n=364 n=86
Psc' & 0.6%" 0% 34%" 0% 67%""
n=182 n=182 n=182 n=182 n=50
Psc¢?? & 41.9%" 0% 12.0% 0% 14%"
n=124 n=124 n=124 n=124 n=28
Su(z)2' 3 3% 0% 9% 0% 76%
n=80 n=80 n=80 n=80 n=25
Df(2R)Su(z)3"3 2% 0% 31%° 0% 83%+
n=64 n=64 n=64 n=64 n=3
SemP! & 0% 0% 6% 0% 32%
n=113 n=116 n=116 n=116 n=25
Asx™! @ 35% 0% 67% 0% 711%™
n=332 n=332 n=332 n=332 n=86
AsxP 3 35.6% 0% 56.4% 0% 86%
n=216 n=216 n=216 n=216 n=74
sxc’ & 19%* 0% 78% 0% 86%*
n=182 n=182 n=184 n=184 n=57
sxc’ & 15%° 0% 40%" 0% 40%
n=80 n=80 n=80 n=80 n=36

4.9. tablazat. Az E(z)Trm interakci6i Polycomb-csoportba tartozé gének kozepes szuppressziét okozé muténs

alléljeivel

roviditések, szimbolumok magyardzatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

Az allélokat a megadott iranybdl kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétikkal. A hasznalt
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Ennél is érdekesebb, hogy az esc allélok, melyek homozigéta allapotban elsdsorban a
torban okoznak homeotikus derepressziét (erés extra sex comb fenotipust), az E(z)"™ 4ltal
kialakitott ektopikus inaktivaciot is itt képesek erOsebben antagonizélni, mig a homozigéta

Trm

allapotban kiemelkedden erds abdomindlis fenotipusu pho allélok E(z)"™ szuppresszor hatdsa

a tergiteken a legerésebb. Ez arra utal, hogy az E(z)"™ 4

Ital kialakitott ektopikus represszid
hasonld Osszetételli és felépitésii komplexek kialakitdsdhoz vezet az egyes szelvényekben
hibasan kikapcsolt cisz-reguldtorokon, mint amelyek a normadlisan felépiilé epigenetikus
repressziot medidljak, csak ezek az ektopikus komplexek joval érzékenyebbek a felépitd
elemek mennyiségének kismértékii csokkenésére.

Hasonl6éan meglepd, hogy a kiprobdlt homozigéta és hemizigéta éEletképes X-
kromoszémés polyhomeotic allél (ph*'?), melynek heterozigéta dallapotban dominans
fenotipusdt nem {rtdk le, mindkét irdnybdl keresztezve (a heterozigéta ndstényekben is!) az
E(z)"™™ erés fenotipikus szuppresszora (4.8. tiblazat). Emellett egy nagyon gyenge hipomorf
ph allél (ph'*’), amelyet a proximdlis ph gén reguldtor régiGjaba tortént miniwhite
riportergén inszercié hozott 1étre, €s amely csak mas, er6sen ph allélokkal okoz poszterior
irdnyd transzformécidkat, szintén szignifikdns szuppresszora az E(z)"™ fenotipusnak (sajit
kozoletlen adat).

A kiilondsen erds szuppresszorok kozé tartozik még a zeste-szuppresszor hatdsa
alapjan azonositott, de PEV-szuppresszor és Polycomb-szerli (Larsson és mtsai, 1996) hatast
i1s mutatd Su(z)5. A gén klénozott, €s ismert, hogy az S-adenozil-metionin bioszintézisben,
kovetkezésképp minden tovdbbi S-adenozil-metionint igényl¢ katalitikus folyamatban, igy
példaul a fehérje-metilacioban van szerepe.

Szintén a kiillonosen erds szuppresszorok csoportjdban taldlunk egy madsik zeste-

szuppresszor hatdsd 10kuszt, a Su(z)I2-t is, ebben az esetben érdekesség, hogy a génrdl
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bebizonyosodott, hogy egyardnt képes a PEV, a Pc-fiiggd homeotikus inaktivicié és a ZESTE-
fliggd parosodas-€érzékeny inaktivacid befolyasoldséara (Birve €s mtsai, 2001).

A Pc-G allléloknak egy masik csoportja szintén szignifikdns szuppresszora volt az
E(z)"™ funkciényeréses fenotipusnak (4.9. tabldzat), ez a szuppresszi6 azonban sohasem volt
teljes (a kikeld transzheterozigéta dllatok mindegyike megkiilonboztethetd volt a vad
kategoridtol). Ilyen kozepes, bar legaldbb egy transzformdaciot érintden szignifikans
szuppresszornak bizonyult a Polycomb(Pc), az Enhanszer of Polycomb[E(Pc)], a super sex
comb (Sxc), illetve a Sex combs on midleg (Scm), a Su(z)2 komplex tagjai, illetve a Sex comb
extra (Sce) és az Anterior sex combs (Asx) 1s.

A Polycomb-csoportba tartoz6 legtobb gént az elsé labon 1évd szex fésti fogak
szdmanak megnovelése, illetve a hitrdbbi ldbakon ektopikus szex fésiik létrehozasa alapjan
izolaltak, ennek alapjan valdszintisithetd, hogy az ANT-C-be tartoz6 homeotikus Scr gén elsod
két torszelvényben kialakitott aktivitdsi szintjének fenntartdsdban jatszanak szerepet. A
vizsgdlt Pc-G allélok csaknem mindegyike er6s domindns szuppresszornak is bizonyult az
elsd ldbon 1évd ektopikus apikalis szOrok szdmanak csokkentése alapjan (Pc!, Sce', E(Pc),
Su(z)2', Scm®"). Kevésbé egyértelmi a kép, ha a Pc-G allélok izoldldsaban nem hasznalt, és
az elozoekkel ellentétben nem a diszkuszokbdl, hanem az abdomindlis hisztoblasztokbdl
kifejlodo tergit-lemezek transzformaciojat vizsgaljuk. Az Sce', az E(Pc), a Psc', Su(z)2', az
Sxc’, az Asx"' s6t az Sem”' sem szignifikdns szuppresszor a tergiteken. Ezek koziil
legkonnyebb az Asx” ! hatdsat megérteniink, hiszen ez egy homozigbta életképes hipomorf
allél, és az Asx"'/Asx™! homozigétdknak maguknak is trx-szerl, az 0todik tergit anterior
transzformécidjara utald, sajat homozigéta fenotipusa van.

A Pc-G allélokkal torténd szisztematikus keresztezés sordn kideriil, hogy néhany

esetben a Trm fenotipus szuppressziéja mellett a keresztezett allél dominédns ,,Polycomb”
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fenotipusdnak sulyosboddsat tapasztaltuk. Ez volt a helyzet a ph*'? alléllal (amellyel allélunk
szintetikus letalis), tobb Pc, és az egyetlen hozzaférhet6 Sce allél esetében.

E(z)™™ hattérben a ph*'’ fenotipusa szigorodik, a hemizigéta himek nem kelnek ki,
pharat adult korukban elpusztulnak, és a kiboncolt allatok poszterior irdnyu transzformécidi is
silyosabbak, mint vad hattérben. E(z)"™ héttérben a normélisan teljesen vad fenotipusu
gyenge hipomorf ph“* himeken is megjelennek szokatlan poszterior irdnyu transzformaciok

410
h

(Mcp, esc), ami a p allélra gyakorolt hatdssal parhuzamos, €és a homeotikus

T . ;
" Pc-enhanszer hatdsa erds

génszabdlyozasban tovabb csokkend ph aktivitasra utal. Az E(z)
volt maganak a Polycomb génnek az esetében is. Az er0s, és csaknem 100%-os penetrancidju

Cbx fenotipus megjelenése mellett a konnyen szamszertsithetd ektopikusan megjelend szex

féstik szamat vizsgalva is szignifikdnsnak bizonyult az enhanszer hatas (3.10. tablazat).

Keresztezett allélok P 3 P Q
(A Kkeresztezések iranyat

a fels6 sorban jeleztiik)

Pc/E(z)"™ 4.79%%* 3.81%%*
n=84 n=21

Bal/E(z)"™ 2.36 2.07
n=71 n=59

4.10. tablazat Az E(z)"™ allél jelenlétének fiiggetlen Pc allélok extra szex fésii (esc) fenotipusira gyakorolt
enhanszer hatdsa

A szamok a himenként taldlt szex féstit viseld labak szamat mutatjdk. n a megvizsgélt egyedek szdma. Az
allélokat a megadott irdnybol kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétikkal. A hasznalt
roviditések, szimbolumok magyardzatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

Megjegyzendd még, hogy az interakcids tdbldzatokban értékelt transzformdaciok
mellett a Psc’ allél nagy gyakorisdggal a szdrnyon engrailed fenotipust klénok megjelenését
okozta, mely a nem homeotikus Pc-reguldlt célgén, az engrailed erds represszidjat jelzi, a
homozigéta és hemizigéta E(z)""™ héttérben tapasztalt transzforméciékhoz hasonlé okok
miatt.

A Polycomb-csoportba tartozé gének alléljaival torténd interakcids keresztezések

TRM

alapjan azt feltételeztiik, hogy az E(z) ™ a vad fehérje normalis partnereivel egyiittmiikodve

okoz inaktivaciot. A kiillonbozo célgéneken a represszdlé komplexek felépitése nem teljesen
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azonos, emellett bizonyos PC-G géntermékek mennyisége is kiilonbozik az eltérd fejlodési
utat bejaré (pl.: diszkuszbdl, illetve hisztoblasztb6l szdrmazd) szovetekben, ezért nem
meglepd, hogy a kiilonbozé Pc-G allélok szuppresszdlé hatasa is eltér a kiilonbozo
testtdjakban. Az interakcidk tdmogattdk azt a feltételezésiinket, hogy a mutins E(z)™
valoban a vad E(z) fehérjéhez hasonl6 médon mitkodik, és mas PC-G fehérjéket is tartalmazo
inaktivalo-komplexek felépitésében vesz részt.

4.9. Az E(z)™ INTERAKCIOI TRITHORAX-CSOPORTBA TARTOZO MUTANSOKKAL

A gének aktivalt allapotanak fenntartisaban szerepet jatszo, trx-csoport génjeinek
mutacioi a repressziot ellenstilyoz6 rendszer meggyongiiléséhez vezetnek. Mindezek alapjan a
trx-csoport mutci6itél azt vérjuk, hogy erésitik az E(z)™™ fenotipikus hatdsdt. A 4.11.
tdblazatbol lathato, hogy eredményeink milyen mértékben feleltek meg ennek a varakozasnak.

A két SET-domént tartalmazo trx-G tag, maga a trithorax (trx), illetve az absent, small
and homeotic discl (ashl), alléljai kiillonosen er0s enhanszerek. Ezek a mutdcidk emellett
erdsen csokkentik a transzheterozigéta egyedek életképességét is.

A Drosophila SWI/SNF komplex ismert tagjai, a brm, az osa a mor és snrl
valamennyien erds enhanszerek, bar az snrl enhanszer hatdsa a tergitekre korlatozodik. A
vizsgalt allélokon kiviil Pallos Juditnak sikeriilt laboratériumunkban a kismet gén 1j alléljat is
izolélni annak erds Trm enhanszer fenotipusa alapjan (Pallos és mtsai, kozoletlen). A gént Pc-
szuppresszor fenotipusa alapjan izolaltdk (Kennison €s Tamkun, 1988). A KISMET fehérje a
BRM fehérjéhez hasonlé6 SNF2-szerli domént tartalmaz, ezen kiviil myb DNS-kot6 domént és
chromo-domént is hordoz (Daubresse és mtsai, 1999), tehdt feltehetdleg az SWI/SNF
komplex ismert tagjaihoz hasonlé kdzvetlen kromatinregulécids szereppel bir.

A kohtalo (kto) gén viselkedése ellentmonddsos volt, a gént tartalmazé kisméretli
deléci6é Df(3R )kto2 az E(z)T’m—mel szintetikus letalitdst eredményez (ndstény oldalrél

keresztezve tobb mint 385 kikeld éllatra nem jutott transzheterozigdta egyed), illetve him
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oldali keresztez€sbdl kikeld néhédny tuléld extrém erds trx-fenotipust mutat. A delécid

azonban tobb ismert 7x-G gént is tartalmaz a kto-n kiviil, igy az ashl-et.

Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4
A Kkeresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3
jeleztiik
Oregon-R & 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R Q 16.7% 0% 73.6% 1.7% 41%
n=2570n=448 n=2706n=448 n=546
Df(3R)red-P93 &3 5% 2% 91%" 25% 100%™
(trx def.) n=138 n=138 n=138 n=138 n=42
Df(3R)red-P93 Q 97% 3% 2% 29% 100%
(trx def) n=165 n=165 n=165 n=165 n=74
ashl* 3 53%" 0% 83%  13%** 84% "
n=135 n=139 n=9
ashl®Q 50%" 0% 84%""15%** 100%"
n=170 n=166 n=83
brm’ & 47%" 0% 91%  16% 100% "
n=100 n=100 n=100 n=100 n=28
osa’ & 59%" 0% 65%" 1.8% 2%
n=226 n=226 n=222 n=226 n=60
urd’ 3 10.3% 0% 28.4% 0% 56%"
n=386 n=386 n=386 n=386 n=91
snrl & 28% 0% 48%" 0% 81%"
n=358 n=358 n=358 n=358 n=72
vdr’ & 62% 0% 40.6% " 0.4% 62%""
n=470 n=470 n=470 n=470 n=137
kto' 3 29.7% 0% 49%"  0.43% 62%"
n=318 n=318 n=346 n=346 n=87
skd* 3 23.5%" 0% 15.7%"0.4% 35.8%
n=242 n=246 n=246 n=246 n=57
slis' & 17.8% 0% 28%" 0% 36%
n=314 n=314 n=314 n=314 n=77
Tri* & 45%" 0% 47%° 0% 91%"
n=120 n=120 n=120 n=120 n=31
Tri®% Q 21.9% 0% 30.7% 0% 62%"
n=114 n=114 n=114 n=114 n=26

4.11. tablazat Az E(z)"™ interakci6i trithorax-csoportba tartozé gének mutdns alléljeivel

Az allélokat a megadott iranybél kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétakkal. A hasznalt
roviditések, szimbélumok magyarazatat Id. a 4.2. tdblazatban.
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A kto' allél mar sokkal kevésbé erés interaktor, a tergiten enhanszer hatdst mutat, mig a
labakon szuppresszorként viselkedik. A kohtalo génrdl bebizonyosodott, hogy egy TRAP230
nevl transzkripcids faktort kédol (Janody és mtsai, 2001), szerepe valOszintleg az aktiv
kromatin konformdacié fenntartdsdban nem kozvetlen, lehetséges, hogy tobb ellentétes
funkcidju (Pc-G, trx-G) gén transzkripciods aktivitdsanak fenntartdsaban is szerepe van.

Az eredetileg transzkripcios aktivatorként azonositott GAGA faktort kodolo
Trithorax-like (Trl) gén hatasa ellentmondasos volt. A tergiten egyértelmtien enhanszernek
latszott, mig a torszelvényeken szuppresszor hatdsa volt, akédrcsak a kto'-nek. Mivel a TRL
fehérje nukleoszémak mozgatidsara képes in vitro, €s in vivo is nukleoszéma mozgatod
komplexek tagja, ellentmondédsos hatdsa nem annyira meglepd. Véarhatéan nemcsak az aktiv
gének promoter €s enhanszer szakaszainak miikodése igényel nukleoszOma mozgatast, hanem
a represszi0 fenntartasaért felelos szabalyozo elemek (a PRE-k) is tobb DNS-kotd fehérje
mukodését igénylik és sok, egymashoz kozel elhelyezkedd GAGA kotohelyet tartalmaznak. A
TRL fehérjének valdszinlileg a PRE-k kornyékén kialakulé hiperszenzitiv régidk
létrehozasaban is szerepe van. Emellett ujabban a GAGA-faktort megtalaltdk bizonyos,
PoLycoMmB-fehérjéket tartalmazé komplexek épitdelemeként is (Poux és mtsai, 2001). Mds
szerzOk 1s kimutattdk (Poux és mtsai, 1997), hogy bizonyos kombinaciokban 7rl-allélok Pc-
enhanszerként mukoddnek, mikozben a homozigéta életképes hipomorf Tri”C  allélnak
egyértelmi sajét trx-szerl fenotipusa van.

Olyan, a tfrx-csoport tagjanak tartott géneket is taldltunk, amelyek egyértelmii
szuppresszor hatast mutattak, ilyenek a sallimus (sls) és a skuld (skd). Ezeket a géneket Pc-G
allélok extra sex comb fenotipusidt szuppresszal6 hatdsuk alapjan azonositottdk, de
mindeziddig nem sikeriilt bebizonyitani semmiféle direkt szerepiiket az aktiv
kromatinszerkezet kialakitdsdban. A példaul egy miozin konnyl lanc kindzt kdédol, és

bizonyos allélok kromoszéma kondenzécids hibdkat is okoznak (Machado és Andrew, 2000).
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Kisérleteink szerint a Trm heterozigéta hattérben kialakul6 ektopikus represszidt a sal gén
muticiéja mindenestre gitolja, ami arra utal, hogy a SALLIMUS fehérje szerepe

semmiféleképpen sem kizdrdlagosan a kromatin aktiv dllapotanak fenntartésa.

4.10. Az E(z)™ FENOTIPUS ERZEKENY A HISZTONOK SZINTJEBEN
BEKOVETKEZO VALTOZASOKRA

A BX-C cisz-reguldtorain a POLYCOMB-fehérjék hatasara kialakulo represszalt
allapotot tobben a heterokromatinra jellemz6 inaktiv kromatinszerkezettel hasonlitjak Ossze
(Paro, 1990; Boivin és Dura, 1998; McCall és Bender, 1996). A heterokromatint felépitd, €s a
heterokromatin tovaterjedését és stabilizacidjat 1étrehozé faktorokat altaldban PEV-eldsegitd
(PEV-enhanszer), illetve gatldé (PEV-szuppresszor) hatasuk alapjan izolaltak. Jelenlegi
tudasunk alapjdn minden inaktiv kromatinszerkezet alapjat a hiszton fehérjékbdl felépiild
nukleoszomak jelentik. A hiszton géneket ecetmuslicdban a 39D3-E1 régidban elhelyezkedd
hiszton gén-klaszter kddolja, mely tobb szdz tandem ismétlodd kopiat tartalmaz a
nukleoszoémakat alkot6 hiszton H2A, H2B, H3 és H4 hiszton génekbdl. A génklaszter
delécidja PEV-szuppresszor hatast (Reuter €s mtsai, 1982), de a hiszton-klaszter deléciéjanak

nem sikeriilt semmiféle hatasat kimutatni a PC-fligg6 inaktivaciora (Pirrotta, 1997).

Keresztezett allélok T1>T2 T3>T2 A5>A4

(A Kkeresztezések iranyat

jeleztiik) apl stpl ap3 stp3

Oregon-R & 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160

Df(2L)TW161 & 26.5% 0% 34.8% 0% 29%"

38A6;40A4-B1 n=132 n=132 n=132 n=132 n=42

Df(2L)TW65 & 22.4% 0% 26%" 0% 45%"

37F5-38A1;39E2-F1 n=250 n=250 n=250 n=250 n=28

Df(2L)DS6 & 13.8%" 0% 0%~ 0% 34%

38F5;39E7-F1 n=254 n=260 n=260 n=260 n=65

4.12. tablazat Az E(z)"™ interakci6i kiilonboz6, a hiszton gén-klasztert érinté deléciékkal

A kisméretli teljes hiszton-gén klaszter delécié (Df(2L)DS6) és a részleges, illetve nagyobb méretli hiszton-
klaszter deléciok hatdsa a Trm homeotikus fenotipusra. Az allélokat a megadott irdnybdl kereszteztiik ellentés
nemii E(z)"™Fab-7'/Bal heterozigétikkal. A hasznalt roviditések, szimblumok magyardzatat 1d. a 4.2.
tablazatban.
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Mivel kisérleteinkbél dgy tiint, hogy az E(z)"™ heterozigéta formdban a normdlis
inaktivaciondl instabilabb ektopikus inaktivicidhoz vezet a cisz-regulatorokon, érdemesnek
tint megvizsgdlni a hiszton-mennyiség csokkentésének hatdsat erre az érzékenyitett
rendszerre. A 4.12. tdblazatb6l kiolvashatd, hogy a hiszton géneket teljesen eltavolitd
legkisebb méretti, Df(2L)DS6 delécid a legerdsebb szuppresszor a harmadik 1dbon megjelend
apikalis szOrok ardnyét tekintve, de a hiszton klasztert részlegesen deletalo Df(2L)TW6S5,
illetve a viszonylag nagy méretii Df{2L)TW161 delécio esetében is szamottevd szuppresszor
hatds mutathat6 ki minden vizsgalt transzformacio tekintetében.

Nemcsak a hiszton gének szadmszerll csokkenése vezet a heterokromatin inaktiv
allapotanak destabilizdlédasdhoz. PEV-szuppresszor fenotipusuk alapjan a hisztonok kovalens
modositasadban szerepet jatszo tobb mas Su(var)-tipusu mutaciot is azonositottak. Ezek koziil
néhinynak kozvetlen szerepe van kovalens hiszton médositasok létrehozasaban, médsok pedig
legaldbbis képesek megvaltoztatni bizonyos kovalensen moddositott hisztonok mennyiségi
aranyait.

4.11. Az E(z)™" ERZEKENY A HISZTON ACETILACIOS-SZINT VALTOZASAIRA

Reuter €s munkatarsai azonositottak a Su(var)2-1 gént (Reuter és mtsai, 1982). A gén
ismert alléljei homozigdta allapotban a hiszton H3 €s hiszton H4 fehérjék hiper-acetilaciojat
okozzak (Dorn és mtsai, 1986). Ugyanakkor ezeknek az alléloknak nincs homeotikus
fenotipusuk, és az eddig vizsgalt esetekben a Pc-G mutdnsok fenotipusit sem befolydsoljdk.
Mivel kordbbi eredményeink alapjan dgy tiint, hogy az E(z)"™ 4ltal kivéltott ektopikus
inaktivacié a normélis Pc-fliggd repressziondl érzékenyebb a kromatinszerkezeti véaltozdsokra,
megvizsgaltuk a Su(var)2-1 alléloknak a Trm heterozigéta fenotipusara gyakorolt hatasat.

A Su(var)2-1 allélok szignifikansan szuppresszdljdk a heterozigéta Trm fenotipust. A
null allélok (Su(var)2-1', Su(var)2-1°) kozepesen er0s szuppresszorok minden vizsgalt

testtdjon. A hipomorf homozigéta életképes allélok (Su(var)2-1°, Su(var)2-1°, Su(var)2-1%) is
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altalaban gyenge szuppresszor hatdst mutatnak. A gyengén életképes Su(var)2-1 ’ISu(var)2-1°

kombinacié pedig teljes mértékben eltiinteti a Trm funkcidnyeréses fenotipusat, a kikeld

legyek Trm heterozigéta héttéren vad fenotipusuak.

Keresztezett allélok T1>T2 T3>T2 A5>A4
(A Kkeresztezések iranyat
jeleztiik) apl stpl ap3 stp3
Oregon-R & 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Su(var)2-1' 3 21% 0% 37%" 0% 24
n=240 n=240 n=240 n=240 n=61
Su(var)2-1' @ 13.7%"0% 49%"0% 259
n=120 n=120 n=215 n=215 n=83
Su(var)2-1° 3 32% 0% 41% 0% 50%
n=38 n=38 n=151 n=151 n=19
Su(var)2-1°> @ 2% 0% 32%"0% 26%
n=97 n=97 n=325 n=325 n=46
Su(var)2-1° 3 30% 0% 39%" 0% 66%
n=55 n=55 n=240 n=240 n=19
Su(var)2-1°9 20%" 0% 69% 0% 95%**
n=78 n=78 n=78 n=78 n=36
Su(var)2-1* 3 48%" 0% 62% 0% 68%
n=26 n=26 n=125 n=125 n=11
Su(var)2-1* @ 38%* 0% 69% 0% 41%
n=71 n=71 n=71 n=71 n=28
Su(var)2-1° 3 1%~ 0% 38.5% 0% 27%*
n=59 n=59 n=135 n=135 n=35
ami’  Q 58% 0% 20.5% 0% 22%"
n=102 n=102 n=102 n=102 n=40
ami’ & 43%" 0% 36.3% " 0% 33.%
n=206 n=206 n=207 n=207 n=40
ami’ 2 58% 0% 20.5% 0% 33%"
n=102 n=102 n=102 n=102 n=40
ami’ & 1% 0% 25% 0% 65%
n=77 n=77 n=79 n=79 n=36
ami*  Q 15%° 0% 34% 0% 85%"
n=102 n=102 n=102 n=102 n=40
ami’ & 23%" 0% 43%" 0% 42%
n=126 n=126 n=127 n=127 n=50

4.13. tablazat Az E(z)"™ interakciGi a hiszton-acetildci6t befolyasolé gének muténs alléljeivel
Az allélokat a megadott iranybdl kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétikkal. A hasznalt
roviditések, szimbolumok magyardzatat 1d. a 4.2. tdblazatban.
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T )
" mutinsokban

Azon feltételezésiink aldtdmasztisara, hogy a heterozigéta E(z)
bekovetkezd ektopikus inaktivicié valdban érzékeny a hisztonok acetilacios szintjében
bekovetkezd valtozdsokra, kiprobdltuk egy masik lehetséges partner, a Drosophila
melanogaster MI-2 homologjat kodolo dMi-2 gén (Kehle és mitsai, 1998) tobb fiiggetlen
alléljat is. Az MI-2 fehérjét tobb fajban, igy Drosophildban is azonositottdk hiszton-deacetildz
komplexek alkotojaként (Wade és mtsai, 1998; Brehm és mtsai, 2000). Azt az eredményt
kaptuk, hogy az altalunk vizsgélt mindharom dMi-2 allél a Su(var)2-1 allélokhoz hasonldéan
szignifikdns Trm szuppresszor (4.13. tablazat).

A hiszton-deacetildz enzimek szerepét az E(z)™

altal kivéltott Polycomb-fiiggd
inaktivdcioban kozvetleniil is megprobdltuk kimutatni. Erre a célra legegyszerlibb

megolddsnak a hiszton-deacetildz enzimeket géatlé Na-butirdt etetése tlint (Id.: Anyagok és

modszerek).

Keresztezett allél T1-> T2 T3>T2 A5>A4
apl stpl ap3 stp3

E(z)™™ /Oregon-R 19% 92% 42%

nipagin n=1184 n=1134 n=243

E(z) "™ /Oregon-R 11%" 53%" 12%"

hat napos etetés n=454 n=454 n=86

0.01M Na-butirat

E(z)"™ /Oregon-R 11%" 51%" 8%

hat napos etetés n=384 n=388 n=99

0.05M Na-butirat

4.14. tablazat Kiilonbozé koncentréaciGji Na-butirat etetésének hatdsa az E(z)"™ fenotipusra

E(z)"™/TM3 sziizeket és Oregon-R himeket kereszteztiink kontroll (nipagin tartalmu) tdptalajon, illetve 0.01M
valamint 0.05M koncentraciéban Na-butirdtot tartalmazé taptalajon.. Az éllatokat 6 napig a butirdt tartalmu
taptalajon tartottuk, majd normalis tdptalajra rdztuk o6ket, ahol tovabbi hdrom napig petéztek, majd a kikeld
allatok fenotipusat analizaltuk. A haszndlt roviditések, szimb6lumok magyardzatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

A hisztonok acetildciés szintjének megvaltozdsa nagyon sok gén expresszios

szintjének megvaltozasahoz vezet. Mivel szamunkra az volt fontos, hogy az E(z)”™ muticiét
hordoz6 embridkban mar a fejlodés korai szakaszdban (a Polycomb-fiiggd inaktivacio

felépiilésekor) gatlédjon a hiszton-deacetilacid, ezért a vizsgélt keresztezésben az anydkat
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etettiik Na-butirattal, majd a normadlis tdptalajon felnevelt utédok fenotipusat vizsgéltuk. A
kisérletekben igen alacsony koncentracidban alkalmaztuk a Na-butirdtot a masodlagos hatdasok
minimdlisra csokkentése céljabol. Eredményeink szerint a butirdt-szenzitiv mutdnsok
azonositasdhoz hasznélt koncentracié egyhuszada is elegend6 volt ahhoz, hogy szignifikansan

szuppresszalja a vizsgalt homeotikus fenotipusok mindegyikét (4.14. tdblazat).

Vizsgalt genotipus T1>T2 T3>T2 A5>A4
apl stp3 ap3 stp3
Oregon-RIE(z) ™ 31.5% 0% 77.3% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
E(z)"™E(z)® 50% 0% 75%  24% 100%
n=152 n=152 n=152 n=152 n=22
Su(var)2-17/+; 10%~ 0% 9% 0% 14%"
E(z)"™E(z)® n=214 n=214 n=214 n=214 n=55
SM6/+; 53% 0% 60%** 0% 78%
E(z)"™/E(z)® n=94 n=94 n=94 n=9%4 n=16

4.15. tablazat. Su(var)2-1 allél hatésa az E(z)"""/E(z)* traszheterozigéta kombinéci6 fenotipuséra

A butirdt szenzitiv PEV-szuppresszor Su(var)2-1 hatdsat a vad E(z) SET-domén hidnydban oly médon teszteltiik,
hogy a Su(var)2-1°/SM6; E(z)"™/TM3 genotipusi sziizeket E(z)*/TM6 himekkel kereszteztiik, majd a kikeld
E(z)"™/E(z)* utédok fenotipusat vizsgaltuk a mutans Su( var)2-1° allél jelenlétében és hidnyaban. Mivel anyai
hatdst szuppresszi6 is feltételezhetd, kontrollként elvégeztiik a E(z)""/TM3 sziizek E(z)*/TM6 himekkel val6
keresztezését is. A hasznalt roviditések, szimbolumok magyardzatit 1d. az 4.2. tabldzatban. Kontrollként az
Oregon-R himekkel végzett keresztezésbdl szarmazé Oregon-R/E(z) "™ utédokat tiintettiik fel.

Az E(z)"™ heterozigétdk erds, de nem teljes homeotikus transzforméciéi egyszerti
lehetdséget biztositanak szamunkra, hogy ebben az érzékeny rendszerben az E(Z) interakcios
partnereit keressiik. Mivel az E(z)™ fehérje csak egyetlen aminosavban kiilonbozik a vad
E(z) fehérjétdl, ezért azt vartuk, hogy a legtobb mutdcié hasonlé hatdssal legyen a

Trm

heterozigéta, mint a homozigéta vagy hemizigéta E(z)" "-re. Azok a fehérjék azonban,

amelyek a megfeleld kromatindoméneket a vad E(z) fehérje szdmdra felismerhetd modon
megjelolik, de a mutdns fehérje nem képes az adott jel felismerésére, csak az E(z)"™

heterozigétikban képesek a fenotipus moddositasdra, a csak mutdns fehérjét tartalmazoé

komplexek az adott jel jelenlétére vagy hidnyara nézve érzéketlenek.
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Miutdn a hisztonok acetildcidja egyike az aktiv kromatinszerkezetet azonositd

molekuléris jeleknek, és a megnovekedett acetildcids szint az E(z)T’m

-fiiggd ektopikus
inaktivacié gyengiiléséhez vezetett, felmertiilt a lehetdség, hogy a hisztonok acetildcidja képezi
az E(z)"™" dltal eltévesztett molekuldris jelet, azaz a mutdns E(z) ™" fehérje a vad E(z) fehérje
jelenléte nélkiil nem képes reagdlni a hiszton-acetildciés szigndl megvaltozasara. A kérdés
megvilaszoldsdra kiboncoltunk néhdny Su(var)2-1I°'/+; E(z)"™/E(z)"™, és Su(var)2-1'/+;
E(z)""/E(z)"™ pharat adult allatot a babborbol. Megfigyeléseink szerint ezeknek az dllatoknak
a fenotipusa kevésbé silyos, mint azt E(z)""/E(z)"™™, és az E(z)""/E(z)"™ &llapotban
tapasztaltuk. A szuppresszié szamszerl jellemzése érdekében, megvizsgéltuk a Su( var)2-1°
hatasat a gyenge életképességli E(z)"™/E(z)” transzheterozigota allatok fenotipusara (4.15.
tablazat)

Kisérleteink alapjdn megallapithatd, hogy a hiszton-acetilacids szint emelése harom
fiiggetlen modszerrel egyardnt az E(z)"™ fenotipus szuppressziéjahoz vezetett. A hisztonok
hiper-acetilacidja 4dltal 1étrehozott aktivicids jelet azonban a mutins TRM fehérje a vadhoz
hasonl6an képes felismerni, mert a csak mutans E(z)"*" fehérjét tartalmazé 4llatok fenotipusa
is fiigg a hisztonok acetildciés szintjétdl. Mivel a mutdns fenotipus az E(z)""/E(z )%
kombindacidban is visszaszorul, feltételezhetd, hogy a hisztonok acetilacids szintjét csonkolt

fehérjét tartalmaz6 komplexek is felismerik. Ezen az alapon valdsziniisithetd, hogy az aktiv

kromatindoméneken nem az acetildcids jel az, amelyet a mutans E(z)"*™ fehérje eltéveszt.

4.12. Az E(z)™" HOMEOTIKUS FENOT{PUSA ERZEKENY A PP1 NUKLEARIS
FOSZFATAZ DOZISARA

Az E(2)™ fehérjében az E(z)-tipusi SET-doménekre jellemz6 konzervalt arginin
aminosav egy hasonl6 kémiai tulajdonsidgokkal rendelkezd, de anionos ligandokkal gyengébb
kolcsonhatdsra képes lizinre cserélodott. Ismert, hogy az arginin a lizinnél nagyobb
affinitassal képes anionos ligandokhoz kotodni (Fromm és mitsai, 1995). Tobb esetben

bizonyitottdk, hogy az arginil-csoportok foszforil-csoportokkal kapcsolddnak kiilonbdzo
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fehérje interakcids folyamatokban (Tian és Martin, 1996). Ez felvetette azt az egyszerl
hipotézist, hogy az aktiv kromatindoménekben taldlhat6 jel foszforilaciés természetli. Ez
esetben a vad E(z) fehérje inaktivalé funkcigjat gétolhatja erds kotddése a foszforilalt
csoporthoz, mig a lizint tartalmazé E(z)™ fehérje nem gitolhaté ilyen médon, ezért vélik

képessé aktivként megjelolt kromatindomének inaktivaciojdra is.

Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4
A Keresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3
jeleztiik
Oregon-R &3 31.5% 0% 713% 2.8% 41.8%
n=818 n=212 n=616 n=212 n=160
Oregon-R 16.7% 0% 73.6% 1.7% 41%
n=2570n=448 n=2706n=448 n=546
Ppl1-87B¥5¢3 3 24.8% 0% 25.6% 0% 6% "
amorph 5° delécié n=250 n=250 n=250 n=250 n=54
Ppl1-87B%7%7 Q 16.8% 0% 19.2% 0% 1%~
amorph 5’ delécid n=480 n=480 n=702 n=702 n=122
Ppl1-87B¥5¢0 3 81%" 0% 34.2% 0% 39%
amorph 5° delécié n=374 n=374 n=294 n=294 n=51
Ppl1-87B%7P0 Q %" 0% 49%" 0% 31%
amorph 5’ delécié n=193 n=193 n=193 n=193 n=96
Df(3R)E079 & 14.7% 0% 39.6% 0% 30%"
deficiencia 86F1,2-87B9 n=470 n=470 n=480 n=480 n=210
PI5Q 66.7% 5.9% 83.9%" 4.8% 100%"
Pp1 menekit6 konstrukt n=168 n=168 n=168 n=168 n=26
7/2/1 Q 31.1% 0% 85.2% 20%" 94%""
Ppl menekitd konstrukt n=228 n=228 n=228 n=228 n=54

4.16.. tablazat. Pp] allélok hatdsa az E(z)™™ fenotipusra
Az allélokat a megadott iranybdl kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétikkal. A hasznalt
roviditések, szimbolumok magyardzatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

Ugy gondoltuk, hogy a feltételezett foszforillt fehérje-partner foszforilaltsagi szintje
esetleg megvaltozhat a Su(var)3-6 gén éltal kodolt (Axton €s mtsai, 1990), legfontosabb magi
foszfataz, a Pp1-87B fehérje dozisanak fiiggvényében. A Su(var)3-6 felelos a teljes Ppl
aktivitds megkozelitbleg 80%-aért Drosophildban. Funkcidvesztéses Su(var)3-6 mutaciok

domindnsan szuppresszdljdk a Pozicio Effektus Variegaciot (Reuter €s mtsai, 1987; Baksa és
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mtsai, 1993), jelezve, hogy a Pp1-87B-fiiggd foszforilacié kromatinszerkezeti valtozasokhoz
vezethet. A Su(var)3-6 mutansoknak nincs sajat homeotikus fenotipusuk, alléljait nem
izoléltdk Polycomb-enhanszerként, és sajat kisérleteink szerint sem moddositottik a Pcl® és
P’ allélok homeotikus fenotipusat. Ennek ellenére ugy gondoltuk, hogy lehetséges, hogy az
aktiv és inaktiv cisz-reguldtorok megkiilonboztetésében egy Pprl-fiiggd foszforilacios jel is
szerepet jatszhat, amely hatdssal lehet az E(Z) fehérje represszids miikodésére.

Azt az eredményt kaptuk, hogy a Su(var)3-6 allélok képesek E(z)"™/+ héttérben a
funkcidnyeréses trx-fenotipus szignifikans szuppresszidjara. A Su(var)3-6 gén kopia
szdmanak emelése ellentétes modon hatott, a homeotikus fenotipus minden komponensét
szignifikdnsan megerositette (4.16. tdblazat). Nem zdrhaté ki, hogy a Su(var)3-6 gén
funkcidvesztése nyomdn szamottevOen lecsokkent defoszforildcids kapacitds hatasa kozvetett,
de az E(z)-fliggd epigenetikus represszidban valamilyen protein foszforildciés mechanizmus
mindenképpen szerepet jitszik. A vad E(z) fehérje reagidl a foszforildciés szint
megvaltozdsira, a SET-doménen keresztiil, mig E(z)™ fehérje miikodésére ez a
foszforilacios valtozds nincs hatéssal.

Mivel mindkét vizsgalt gén a harmadik kromoszomén helyezkedik el, ahhoz, hogy
megvizsgalhassuk, hogyan hat a Su(var)3-6 gén dézisanak csokkentése a homozigéta E(z)"™
allatok fenotipusédra, a Su(var)3-6 molekularis méretli deléciét hordozd funkcidvesztéses
alléliét (Ppl-87B°7%¢) rarekombindltuk az E(z)™™ kromoszémdra (Id. Anyagok és
moédszerek). Az E(z)"™Ppl-87B%%¢ rekombindnst E(z)"™-mel és a gént atfedd E(z)™
deficiencidval keresztezve azt talltuk, hogy a kiboncolt E(z)”"™ homo-, és hemizigéta allatok
fenotipusidt mar nem befolyasolja szignifikansan a Su(var)3-6 gén dézisa. Tehdt a kizardlag a
pontmutdns E(z)™ fehérjét hordozé allatokban az aktiv domének foszforilaciés szintjében
bekovetkezett valtozasok észrevétlenek maradnak. Vagyis a mutdns fehérje képtelen reagélni

a heterozigéta Ppl muténs héttérben bekovetkez6 foszforilacids-szint véltozasra.
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4.13. Az E(z)™" HOMEOTIKUS FENOTIPUSA ERZEKENY A HISZTONOK
FOSZFORILALASARA IS KEPES KINAZOK DOZISARA

Annak a hipotézisiinknek az aldtdmasztasdra, hogy az altalunk keresett, az E(z)-fliggd
epigenetikus represszio kialakuldsat befolyasold, a kromatinon elhelyezked¢ jel foszforildcids
természetii lehet, megprobaltunk tovabbi bizonyitékokat keresni. Olyan kindzok utan
kutattunk, amelyeknek szerepe ismert a génszabédlyozasban, vagy a kromatin kondenzacidban,
és az éltalunk vizsgdlt fenotipust is befolydsoljak. Nem sikertilt interakciot kimutatnunk a fu, a
polo és az fs(1)h gének funkcidvesztéses alléljaival, mely gének valamennyien nukledris
lokalizaci6ju kindzokat kédolnak.

Két olyan kindzt sikeriilt viszont taldlnunk, amelyeknek alléljai szignifikans enhanszer
hatdssal voltak az E(z)"™ fenotipusra. Az aurora kiniz null alléljai heterozigéta formaban
erositették a Trm fenotipust (4.17. tdbldzat). A hasznalt JIL-kindz mutdcié (JIL £7%7)
heterozigéta formaban sem him oldalrél, sem ndstény oldalrél keresztezve nem volt
enhanszer, s0t a harmadik 1abon és a tergiten egyértelmii szuppresszor hatast mutatott.

A hipomorf JIL allélt (EP3657) rarekombindlva az E(z)T”" kromoszémara a kikeld
cisz-heterozigotdk szignifikdnsan er6sebb Trm fenotipust mutattak, kiilondsen az elsé 1dbon
megjelend apikalis szorok szdma emelkedett meg, ami hasonl6 volt az extra Ppl 87D kopidk
bevezetése nyomadn létrejott transzformdciokhoz (4.17. tablazat). Az altalunk hasznalt,
egyébként homozigéta életképes JIL allél az E(z)"™™ JIL EP6757 kromoszémaval szemben nem
kelt ki. Tehat a kindz mutdns hatdsa a fenotipusra csak akkor érvényesiilt, ha mindkét mutans
allél maternélisan kodolt formédban volt jelen, és a mutdciok hatdsa érvényesiilhetett a fejlodo
petében. Ez esetben azonban a hatds igen er0s volt, és a JIL homozigbtaval szintetikus
letalitast eredményezett. Ezt az eredményt legegyszeriibben ugy magyardzhatjuk, hogy a
hipomorf JIL kinaz allél jelenlétében lecsokkend foszforilacionak mar az egyedfejlodés
legkorabbi szakaszaban, valdésziniileg a bithorax-komplex aktivitdsdnak a kialakuldsa sordan

Trm

érvényesiilnie kell ahhoz, hogy az E(z) ektopikus inaktiviacidja érzékelhetden
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megerosodjon. Az JIL-kindz hatdsa valosziniileg a hiszton-acetilazokhoz hasonldan igen sok
célgénen érvényesiil, melyek némelyike médsodlagos hatdssal lehet a homeotikus reguléciora,

ezért latjuk, hogy az egyedfejlodés késoi szakaszaban érvényesiild JIL funkcidvesztés hatdsa

megfordul.

Keresztezett allél T1 > T2 T3>T2 A5>A4

A Kkeresztezés iranyat apl stpl ap3 stp3

jeleztiik

aur®A* Q 78.5% 0% 80.5% 19.3%" 80% "
n=224 n=224 n=224 n=218 n=98

aur®7 Q 323% 0% 82.2% 2.1% 74%""
n=760 n=760 n=760 n=760 n=133

JILEP%7 3 29% 0% 28% 0% 2%
n270 n=270 n==307n=307 n=143

JIL %70 18% 0% 23% 0% 5%
n=623 n=623 n=615 n=615 n=300

JIL*%(hom. Q) 56% 0% 36% 0% 12%
n=99 n=99 n=98 n=98 n=26

JILEP%7 E(2)™ (rek. Q) 82% 0% 62% 0% 17%
n=69 n=69 n=69 n=69 n=26

4.17. tablazat. Hiszton-kindz gének hatdsa az E(z)"™ heterozigéta fenotipusira
Az allélokat a megadott iranybdl kereszteztiik ellentés nemii E(z)""Fab-7'/Bal heterozigétikkal. A hasznalt
roviditések, szimbolumok magyardzatat 1d. a 4.2. tdblazatban.

Ismert, hogy az AURORA-kindz homoldgoknak szerepe van a sejciklusban, konzervalt
szerepiik a H3 hiszton foszforildldsa az S10 és S28 pozicioban (Hsu és mtsai, 2000; Giet €s
Glover, 2001; Adams €s mtsai, 2001; Scrittori és mtsai, 2001; Sugiyama és mtsai, 2002; Goto
és mtsai, 2002). Az aurora-kindznak szerepe van a mitotikus kromoszoma kondenzacid
kialakitdsaban, €s bebizonyosodott, hogy az interfazisban direkt Ppl-fiiggd gatlds alatt all
(Murnion és mtsai, 2001).

A Drosophila JIL kindznak szintén szerepe van a H3 hiszton foszforildlasban az S10
pozicidban, de ebben az esetben nem sejtciklus specifikus szereprdl van sz6. A JIL kindz az
interfdzisban interband régiokkal asszocidlodik, és szerepe van a him X-kromoszémdak

doziskompenzicidjdban (Jin és mtsai, 1999; 2000; Wang és mtsai, 2001). A JIL kinaz
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biokémiailag bizonyitott szerepe tehdt egyszerre &ll kozvetlen kapcsolatban a
kromatinfehérjék (hisztonok) specifikus foszforilaci6javal és a transzkripcids szintll
génaktivaci6 indukdldsdval. A gént azonban nem sikeriilt eddig kézvetlen kapcsolatba hozni a
homeotikus génszabalyozdssal, illetve a POLYCOMB-TRITHORAX rendszerrel. Laborunkban

EP3657

sikeriilt fenntartanunk a JIL allélt homozigéta torzsben is. Sajat megfigyeléseink szerint

. ‘o . L . EP3657
a homozigdta anyatél szarmazé homozigéta JIL

mutansok sajat gyenge trx-szer(
fenotipust mutatnak, ritkdn az elsd labon apikdlis szorok jelennek meg, ezenkiviil a hatodik
sterniten nagy gyakorisdggal taldlunk az 6todik sternitre jellemzd szoroket. Mindezek alapjan
valészinii, hogy a JIL funkciévesztés a mutans E(z)™" jelenlététdl fiiggetleniil a normélis
inaktivdciora is hatést gyakorol.
4.14. A MESTERSEGESEN TERMELT E(Z) FEHERJEK

A genetikai kisérleteink alapjdn kialakitott hipotézisiink bizonyitdsa érdekében
sziikségessé valt a vad és a mutdns E(z)™ fehérjék mesterséges elddllitdsa, tisztitdsa és
biokémiai mddszerekkel torténd vizsgilata. A biokémiai kisérletek sordn tobb kérdésre
kerestiink valaszt. Tudni szerettiik volna, hogy az E(z) fehérje képes-e egydltalan specifikusan
kotddni az epigenetikus szabdlyozdsban szerepet jatsz6 hiszton N-termindlis szakaszokhoz in
vitro, vagyis potencidlisan képes-e az epigenetikus szabalyozas egyik alapjat képezo hiszton-
kodot leolvasni. Kivancsiak voltunk, hogy kiilonb6z6 kovalensen moédositott N-termindlis
peptidek esetében kiilonbozik-e az E(z) fehérje kotddésének az erdssége. Azt a kérdést is
megprobaltuk megvalaszolni, hogy van-e a vad, illetve a mutans fehérjének SU(VAR)3-9-hez
hasonl6 (Rea és mtsai, 2000) specifikus hiszton-metil-transzferdz aktivitdsa, illetve taldlunk-e
valamilyen kiilonbséget a vad és a mutdns fehérje kozott a katalitikus aktivitds meglétében,
vagy specifitdsaban.

Két méasik SET-domént tartalmazé fehérje humdn homoldgjaival végzett kisérletekre

alapozva, TRX és az ASHI esetében bizonyitottdk, hogy azok mind in vivo, mind in vitro
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képesek kolcsonhatdsba 1épni Onmagukkal és egymadssal a SET-doménjiikon keresztiil
(Rozovskaia és mtsai, 2000), de ugyanezek a szerzok kijelentették, hogy publikalatlan
megfigyeléseik szerint az emlds E(Z) homolog fehérjék nem képesek hasonlé interakciora.

Az antimorf pontmutdns E(z)*" allélokkal végzett sajat interakcids kisérleteink
eredményei viszont arra utaltak, hogy Drosophildban lehetséges kolcsonhatas az E(z) SET-
domének kozott, ezért meg kivantuk vizsgdlni azt is, hogy a mesterségesen termelt E(Zz)
fehérjék képesek-e egymassal €s mds SET-domén tartalmu fehérjékkel kolcsonhatasba 1€épni,
illetve taldlunk-e kiilonbséget a vad és mutdns E(z)™™ fehérje kolcsonhatdsdnak erésségében.
4.15. KOTESI KiSERLETEK MODOSITOTT HISZTON FARKI PEPTIDEKKEL

A fenti kérdések megvalaszolasa érdekében eldszor in vitro transzlacioval termelt,
radioaktivan jelzett vad €és mutans E(Z)TRM fehérjék (4.17. 4bra) kotédését vizsgaltuk
kiilénb6z6 kovalens modositasokat tartalmazé N-termindlis hiszton H3 peptideken.

A kotési kisérletek soran a kiilonbozd kovalens modositasokat hordoz6 19 aminosav
hossziisagu N-terminalis hiszton peptideket, Sulfolink gyongyokhoz kotottiik (1d. Anyagok és
modszerek). A kisérletekhez moédositatlan, L4-dimetil, L9 dimetil, L4-1.9-dimetil, és S10-en

foszforilalt peptideket hasznaltunk fel (4.18. abra).

E(z)™™ mutécié Arg=Lys

E(z)

E(z) SAC SET -

E(Z)T"'” !
E(z)"™SAC SET - —Y

4.17. abra A kotési reakcidkhoz felhasznalt mesterségesen termelt E(z) fehérjék
Az E(z)™-ben bekovetkezett mutéciét piros nyillal, a konzervalt SAC-domén sarga szinnel, a SET-domént piros
szinnel jeloltik.
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A kotési kisérletekben a kotott peptidek mellett kontrollként kotott peptidet nem
tartalmazo, ciszteinnel inaktivdlt Sulfolink gyongyoket haszndltunk. Osszehasonlitottuk a
teljes hosszusagu, illetve a csonkolt, csak a C-terminélis 270 aminosavat tartalmazo (preSET-,
és SET-domén) vad és az E(z)™ mutans fehérje-modosulatok kotési képességét kiilonbozo
kovalensen modositott hiszton peptideken kiilonbozd stringencidju mosasok utidn (4.17 és

4.18. édbra).

Wt. N ARTKQTARKSTGGKATRKQ

K4. N- ARTKQTARKSTGGKATRKQ

K9. N-ARTEKQTARKSTGGKATREKQ

K4/9. N-ARTKQTARKSTGGKATREKQ

£10 N- ARTKQTARKSTGGKATREKQ

4.18. abra A kotési reakcidkhoz felhasznalt N-termindlis hiszton H3 peptidek szekvencija
A dimet jel6lés a nyil altal jelzett pozicidji aminosav dimetildlt dllapotat jelzi, mig a Ph jelolés az adott
aminosav foszforilaciéjara utal.

Megallapithat6, hogy a teljes vad E(z) fehérje specifikusan kotddik az N-terminalis
hiszton H3 peptidekhez. A kotés erOssége kiilonbozik kiillonbozd kovalensen modositott
peptidek esetében. Legerdsebben a 9. lizin aminosavon dimetilalt (K9dim), leggyengébben a
10. szerin aminosavon foszforilalt (S10ph) peptid kotodik a teljes vad E(Z) fehérjéhez. A kotés
erOssége az emelkedd sokoncentracidoval pdrhuzamosan csokken, de még 0.6 M-os
sOkoncentraciondl is kimutathato.

0,6 M NaCl 0.4 M NaCl 0,2 M NaCl 0,1 M NaCl

A A A A
/ A N AV R

Serl0 K9 wt Serl0 K9 wi Serld K9 wt  SerlD K9 wi NC LC
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4.20. abra A teljes vad E(z) fehérje és a hiszton H3 peptidek kotési képességének dsszehasonlitdsa, kiilonbozd
s6koncentraciékon

A kotési pufferben alkalmazott NaCl koncentraciét az dbra felett, a peptidek kovalens
médositdsait az autoradiogram felett jeleztiik. A teljes hosszisdgd vad és a teljes E(z)™
mutans fehérje 0sszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a mutéans fehérje is képes, méghozza a vad
E(z) fehérjéhez hasonlo erdsséggel kotddni a felhasznalt H3 farok peptidekhez. A tiizetesebb
osszehasonlitds szerint teljes E(z)"™ mutdns fehérjére is jellemz6, hogy az L9dim peptidhez
erOsebben, a S10pho peptidhez gyengébben kotddik, mint a mddositatlan szarmazékhoz, de a
vad E(z) fehérjéhez képest a mutdns teljes E(z)™™ kotése a foszforildlt peptidhez jobban
gyengiil a s6koncentracié emelésével.

b
a  Mar Wi K4. K9 K4/9 510. Nc. Le. Ne. Wt. K4. K9 K4/9.510. Mar. Lc.

T
. W l' ‘ ‘..ﬂ. —

4.19. abra A teljes hosszisigi vad E(z) fehérje és az E(2)™ mddositott hiszton H3 peptid kotési
képességének 0sszehasonlitdsa

a.) A teljes hosszisigi vad E(z) fehérje hiszton H3 peptid kotési képessége b.) A teljes hosszisigi E(z)™
fehérje hiszton H3 peptid kotési képessége Mar.: molsilymarker, 80kDa, Nc.: negativ kontroll, kotott peptidet
nem tartalmazé inaktivalt gyongyokrél lemosott anyag, Lc. :loading kontroll, a kotéshez felvitt teljes
fehérjemennyiség 10%-a. A kisérletben 0.2 M NaCl koncentraciét hasznaltunk.

A csonkolt E(z) fehérjék vizsgalata megerdsitette, hogy az E(z) fehérje a TRX
fehérjéhez hasonl6 moddon, a C-termindlisan elhelyezkedd SET-domént tartalmazd részén
keresztiil kotodik a H3 farki peptidekhez, hiszen ezekben a kisérletekben is specifikus
kotodést sikeriilt megéllapitanunk. A kisérlet azonban bizonyos szempontbdl meglepd
eredményhez vezetett. Az N-termindlisan csonkolt fehérjék sokkal er6sebb €s sorezisztensebb
kotés kialakitasdra voltak képesek.

Megallapithat, hogy a teljes hosszusagu E(z) fehérjének a csonkolt valtozatokbol
hianyz6 N-terminalis része gétolja a hiszton H3 peptidek kotését, ennek eltavolitasaval a kotés

erdssége szamottevoen megnd, de a vad és a mutans fehérjében tovabbra is hasonlé marad.
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4.16. HISZTON-METIL TRANSZFERAZ AKTIVITASMERESEN ALAPULO
KISERLETEK

A hiszton-metil transzferdz aktivitds méréséhez baculovirus alapt klonozasi rendszert
haszndltunk fel Sf9 sejtekben. Az Anyagok és mddszerek fejezetben leirt modon a vad és a
TRM fehérje C-terminalis 270 aminosavat kodolo részét tartalmazé DNS szakaszt PPB22

vektorba klonoztuk, és N-terminélis FLAG-jelolt fehérjéket éllitottunk elo.

175
83 -
62
48

33

25
17 — =

4.21. abra Az Sf9 sejtben termelt N- termindlisan csonkolt, FLAG jelslt vad E(zZ)SAC-SET és a mutins
E(2)™'SAC-SET fehérjék tisztitdsa

Bal oldalon a marker fehérjék mdlsulyat tiintettiikk fel. Az immunoglobulin nehéz és konnyl ldnc mellett,
amelyek a tisztitdshoz haszndlt ellenanyagbdl szarmaznak, sztdochiometrikus mennyiségli termelt E(Z) fehérje és
egy ismeretlen S55KDa molekulastlyd ismeretlen fehérje jelenik meg.

A termelt fehérjéket monoklondlis anti-FLAGM2 ellenanyaggal kapcsolt gyongyok
segitségével tisztitottuk (4.21. dbra). A tisztitds sordn egy, a vartnak megfelelé méretli fehérjét
taldltunk. Az dltalunk termelt fehérje mellett, coomassie festéssel az immunoglobulin
fehérjéken kiviil egy addiciondlis, 55 KDa méretli ismeretlen fehérje is kimutathat6. Nem
tudjuk azonban biztosan megmondani, hogy a tisztitds sordn mindig megjelend 55KDa fehérje
milyen szerepet jatszik. Ismert ugyanis, hogy a Drosophildbdl tisztitott E(z)-komplex
tartalmaz egy 55kDa méretli hiszton koté fehérjét (CAF1, Ng és mtsai, 2000; Tie és mitsai,
2001).

A tisztitott vad E(zZ)SAC-SET, és a mutdns E(z)"™SAC-SET fehérjét anti-FLAG
gyongyokhoz kotott formdban hasznéltuk fel az Anyagok és mddszerek fejezetben leirt
hiszton-metil-transzferdz aktivitismérésekhez. Az elsd kisérletekben az enzimaktivitdst

tisztitott hiszton oktamer szubsztriton, az egyes hiszton fehérjékbe épiilt a radioaktiv S-
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adenozil metioninrdl szarmazoé 3H—jelblt metilcsoport beépiilésével ardnyos radioaktivitds
alapjan autoradiografiasan, kozvetleniil a gélbdl mutattuk ki. A hosszu el0hivasi 1d6 (3 hét)
leroviditése, a vad és mutans fehérje aktivitidsanak pontos meghatarozdsa, valamint a specialis
peptid-szubsztratok alkalmazdsa sziikségessé tette, hogy a tovabbi kisérletekben
folyadékszcintillacio segitségével hatdrozzuk meg a beépiilt radioaktivitds mértékét (1d.:

Anyagok és médszerek).

M. E(Z) TRM SF9 M. E(Z) TRM SF9
175 | . 175 —
83 | === 83 —
62 62 —
25 . 25 | =———
H3
17 -— 17 | = s
7 7

4.22. abra A csonkolt vad E(z) és a csonkolt mutins E(z)™ fehérje hiszton-metil-transzferdz aktivitdsa
tisztitott hiszton oktamer szubsztriton

Az abrdk bal oldaldn a marker fehérjék molsulyat tiintettiikk fel. A metil-transzferdz reakcidéban az anti-FLAG
gyongyokhoz kotott E(z) fehérjéket €s a hiszton oktamerben taldlhaté hisztonokat inkubdltuk. Ennek
megfeleléen az immunoglobulin nehéz és konnyi lanc, sztochiometrikus mennyiségii termelt E(z) fehérje és egy
ismeretlen 55KDa molekulasilyd ismeretlen fehérje jelent meg az oktamert alkoté négy kiilonbozé hiszton
fehérje mellett. A H3 hisztont nyil jelzi. Kontrollként mesterséges fehérjét nem termelé SF9 sejtvonalat
hasznéltunk.

Az els6 kisérletben sikeriilt kimutatnunk, hogy az daltalunk megtermelt mindkét
fehérjének (E(z)SAC-SET, és E(z)"™SAC-SET) van hiszton-metil-transzferdz aktivitésa.
Mindkét fehérje hasonlé mértékben képes az oktamer szubsztratot metildlni, és mindkét
esetben a metilacio elsédleges célpontja a hiszton H3, ezen kiviil nagyon alacsony szinten a
hiszton H4 is metildlédik (4.22. abra). A fenti kisérlet sokat segitett E(z) fehérjének az
epigenetikus repressziéban jétszott szerepének megértésében. Ugy véltiik, hogy a homeotikus
géneket érintd represszids mikodésnek egyik elofeltétele a biokémiailag kimutathat6 hiszton-
metil-transzferdz aktivitds. Ennek megfelelden a mutdnsban tapasztalt ektopikus helyeken

fellépd represszids miikkdodés biokémiai megfeleldje egy, abnormaélis szubsztraton is lezajlé
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metil-transzfer. A laborunkban végzett, akkoriban zajlé kisérletek szerint a szintén hiszton-
metil-transzferdz aktivitdsd, de az epigenetikusan determindlt aktiv allapot fenntartdsédban
szerepet jatszO ASHI fehérje nemcsak a tisztitott oktamer szubsztrdton, hanem DNS tartalmu
poli-nukleoszOma prepardtumon is aktiv, s6t nagyobb aktivitist mutatott (Beisel és mitsai,
2002). Mivel ez a szubsztrat a nativ kromatinhoz jobban hasonlit, ugy véltiik esetleg
szdmunkra is jobb szubsztratnak bizonyulhat. Kiprobaltuk tehat az altalunk termelt fehérjéket

is polinukleoszéma szubsztraton (4.23. dbra).

2500
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m Sac-SET-E(Z) |
1500 0O Sac-SET-TRM-—
1000
500
. | | | M| ] o [W]
X \2\'13‘ \2{& Fr X \2\'13‘ Qﬂg’ X
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Q & § Q d d

4.23. abra A csonkolt vad E(z) és a mutdns E(z)™ fehérje hiszton- metil-transzferdz aktivitdsa tisztitott poli-
nukleoszéma szubsztraton
A nukleoszémabol szarmaz6 hisztonokat nucl. az oktamerbdl szdrmazdkat oct. roviditéssel jeloltiik.

A téblazatbdl lathatd, hogy az altalunk termelt csonkolt fehérjék egyike sem képes
szamottevd mértékben poli-nukleoszéma szubsztrat metildldsara. Az aktivitds az oktamer
szubsztraton mért érték 1%-a koriil mozog, a hittértdl valo eltérése csekély.

Bizonyitani kivantuk azt az elképzelésiinket is, hogy az E(z) epigenetikus represszor
funkcidjdnak alapja a H3 hiszton 9. lizin aminosavdnak metil4cidja, é€s ugyanazon az N-
termindlis hiszton farkon 1évo 10. szerin aminosav foszforildldsa képes ennek az aktivitdsnak
a gatlasara. Ezért megvizsgaltuk, milyen mértékben képesek a tisztitott vad E(Z)SAC-SET, és

a mutdns E(z)"™™SAC-SET fehérjék a teljes hosszisagi hiszton H3 és a mesterségesen termelt
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modositott hiszton H3 peptidek metildldsara. Az adott kisérleti rendszerben ennek
megfelelden azt vértuk, hogy az S10 pozicié foszforilacidja gatolja a vad E(Z)SAC-SET
fehérjének az epigenetikus represszor funkcidval 0sszefiiggd metil-transzferdz aktivitdsat, mig
a mutans E(z)"™SAC-SET fehérje metil-transzferdz aktivitdsa kevésbé gétolhato.
Elképzeléseinknek megfelelden mindkét termelt fehérje képes volt a tisztitott hiszton
H3 fehérje metilalasara, habar az aktivitds csak toredéke volt az oktamer szubsztraton
tapasztaltnak (vO.: 4.23. és 4.24. 4bra). A mesterségesen elddllitott H3 farki peptidek
segitségével eloszor behataroltuk a termelt fehérjék altal 1étrehozott metilacié célpontjat. A 19
tagszamu normdl peptiden kaptunk metilaciot, mig a 9. lizin aminosav leucinra cserélése

rendszeriinkben metildlhatatlan peptidet eredményezett (4.24. dbra).

800
700 -
600 -
500 1 O SF9

400 - B Sac-SET-E(2)
300 OSac-SET-TRM

200
0 .
9Leumut wt H3 4 di-met 9 di-met 10 Ser P H3 full
H3 Lys H3 Lys H3 H3

4.24. abra A csonkolt vad E(z) és a mutans E(z)™ fehérje metil-transzferéz aktivitdsa tisztitott H3 fehérjén és
kiilonboz6 kovalensen médositott 19 tagti H3 farki peptideken

A 19 tagszdmi peptidek szekvencidja a 3.16. Abran taldlhat6. A 9Leu jelii peptidben a 9. poziciéban a
metildlhaté lizint leucinra cseréltik. H3-mal a teljes hiszton H3 fehérjét jeloltiik.

A kovetkezd kérdésiink az E(z) fehérjéknek a hiszton-kod 1étrehozdsdban betoltott
pontosabb szerepének megértésére irdnyult. Tudni szerettik volna, hogy a metildcids
reakcidban keletkez6 mono-, di-, és trimetil-lizin mindegyikét képesek-e 1étrehozni a termelt
E(z) fehérjék, hiszen mds eredményekbdl udgy tlnt, hogy ezeknek a metildlt lizin
szarmazékoknak az epigenetikus koéd-értéke nem azonos. Kiilondsen fontos volt annak

eldontése, hogy fehérjéink képesek-e a tri-metildlt H3 L9 eldallitdsdra. Jelenleg folyd
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kisérletek szerint egy mdsik epigenetikus represszor fehérje, a POLYCOMB ehhez, és csakis
ehhez a formdhoz képes in vitro kotoddni (Beisel €s mtsai, személyes kozlés). Felmeriilt tehét
az a lehetoség, hogy az E(z) fehérje 4ltal kialakitott metilacids jel tovabbi epigenetikus
represszorok kotodését valthatja ki.. Ennek eldontése érdekében megnéztiik, hogy a termelt
fehérjék képesek-e L9 dimetilalt H3 farki peptid szubsztrat tovdbbi metilacidjara. Az eldzetes
elképzeléseinknek megfeleldoen azt kaptuk, hogy mindkét fehérje képes volt ezen a
szubsztraton 1is tovdbbi metildldsra, tehat megéllapithatjuk, hogy a termelt fehérjék
potencialisan képesek trimetildlt L9 hiszton H3 jel eloallitdsara (4.24. dbra). A kapott
eredmények elemzése nyomdn azt lathatjuk, hogy mig a j6 szubsztrdtnak bizonyulé normél
peptiden az E(z)SAC-SET fehérje jobban mikodik, mint az E(z)"™™SAC-SET, addig a
dimetilalt L9-et tartalmaz6 szubsztraton a mutans fehérje viszonylag aktivabb.

Megnéztiik, hogy kiilonbozik-e az E(zZ)SAC-SET, és az E(z)"SAC-SET fehérjék
metiltranszferaz aktivitasa S10-foszforilalt H3 peptideken. Kisérleteinkben azt kaptuk, hogy a
pozicid foszforilacidja az altalunk termelt mindkét fehérje metil-transzferdz aktivitasat gatolja
(4.24. abra). Nem tlint ugy, hogy a mutans fehérje a vadnal szamottevOen jobban metildlna a
S10-foszforilalt hiszton farok peptidet, azonban ugy latszott, hogy a normal, nem mddositott
peptiden kapott ,.eredeti” aktivitdshoz képest (azt 100%-nak véve) a termelt mutins fehérjét
mégis kevésbé gatolja a foszforilacio.

Eddigi eredményeinket Osszefoglalva megallapithatd, hogy az altalunk vizsgdlt
szubsztratokon a termelt E(Z)SAC-SET, és E(Z)TRMSAC—SET fehérjéknek hiszton-metil-
transzferdz aktivitdsa van. Tovdbba megallapithatd, hogy hiszton oktamer szubsztriton a vad
és a mutans fehérje a vadhoz hasonlé aktivitdst mutat, mig H3 és modositatlan H3 farki

TRM

peptiden az E(z) ""SAC-SET aktivitdsa alacsonyabb. Emellett dimetildlt-L9 peptidet
tartalmaz6é szubsztriton a mutdns fehérje aktivabb, és az S10-pozicié foszforilacidja

viszonylag kevésbé gitolja a mutdns E(z)"™SAC-SET metil-transzferdz aktivitdsat. Tovabbi
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hipotézisként lehetségesnek tartjuk, hogy a vad fehérje az S10 foszforilalt szarmazékot
sohasem képes trimetildlni a foszforilalt csoporttal lizin aminosavon, mig erre a médositatlan
és a foszforillt peptidhez gyengébben kot6dd, j6 trimetilacids aktivitdsi muténs E(z) “MSAC-
SET képes lehet. Tovéabbi kisérleteket terveziink ennek a kérdésnek a megvalaszolaséra.
4.17. Az E(z) SET-DOMENEK KOZTI INTERAKCIOK IN VITRO KIMUTATASA

A FLAG jelolt E(z)SAC-SET, és E(z)"™SAC-SET fehérjék lehetové tették, hogy
megvizsgaljuk, 1étrejohet-e in vitro interakcié az E(zZ) fehérjék C-terminalisa kozott. Azt is
megvizsgaltuk, taldlunk-e kiillonbséget a teljes és a csonkolt, illetve a vad és a mutdns fehérjék
interakcios képessége kozott. Megallapitottuk, hogy in vivo lehetséges stabil dimerek
képzddése. Megallapitottuk, hogy a C-termindlis SAC-SET-régi6 jelenléte elegendd a vad és
az E(z)™ fehérje esetében is az E(z) fragmentek dimerizéciéjdhoz. Az E(z) *SAC-SET
fehérje kotési képessége nem tér el szamottevd mértékben a vad E(Z)SAC-SET fragmentétdl

(4.25. 4bra).
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4.25. abra A csonkolt vad E(z) és a mutins E(Z)TRM fehérje kotddése vad és mutans in vitro jelolt csonkolt
E(z) fehérjékkel

a.) A kotési kisérlethez haszndlt mesterségesen termelt 270 aminosav hosszisdgui affinitds oszlopon tisztitott
(Anyagok és médszerek) FLAG-jelolt vad E(Z) €s a mutdns E(Z)TRM fehérje coomassie festett gél. b.) Ugyanazon
gén autoradiografids képe a kotédott in vitro transzldciéval jelolt vad E(z) és a mutdns E(z)™' fehérje
feltiintetésével

Lc.: a kotési kisérletben haszndlt teljes fehérjemennyiség 10%-a (loading control). Nc.: kotott E(z) fehérjét nem
tartalmazé gyongyon megkotott fehérjemennyiség: negativ kontroll.

Miutdn megallapitottuk, hogy a két termelt fehérje nem kiilonbozik egymastdl az E(z)
SET-domének kotési erdsségében, potencidlis homo-, illetve heteromultimer képzési

tulajdonsagaiban, megvizsgaltuk, hogy az E(z)"™™™ fehérjének mds SET-domént tartalmazé
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kromatinfehérjékkel val6é interakcidés képessége vdltozott-e meg. Megvizsgaltuk, hogy

lehetséges-e egydltalan az E(z) és mas SET-domén fehérjék kozotti interakcid kimutatésa.

E(Z)ImSAC-SET 10% LCAM ASHI Teljes LCE@Tm E(Z) SAC-SET 10%LC E®

ASHIser ASH1 SF9 10% LC ASH1sET ASH1 SF9  10%LC MARK.ASHISET ASH1 SF9 10%LC
4.26. abra A csonkolt vad E(z) és a mutdns E(z)™ fehérje kotodése teljes hosszisdgu és csak PreSET-SET-
postSET régidt tartalmaz6 ASHI fehérjékhez
Pozitiv konrollként az ASHI fehérje kotodését, negativ kontrollként a semmilyen mesterségesen termelt fehérjét
nem tartalmazd sejtkivonattal inkubdlt gyongyoket (Sf9) haszndltuk. Az 4dbran lathatd, hogy az E(z) fehérjék
képesek kotddni a teljes és a csonkolt ASHI fehérjéhez egyarant. A Trm mutacié nem valtoztatja meg a kotés
erdsségét, de mindkét E(z) fehérje erdsebben koti a teljes ASHI fehérjét a csonkolt valtozatnal.

Megallapitottuk, hogy a vad és a mutdns mesterségesen termelt E(Z)SAC-SET
fragment egyarant specifikusan képes kotddni in vitro az ASH1 és a TRX fehérjéhez is. Az ASH1
fehérje esetében megdllapitottuk, hogy a kotéshez elegendé az ASHI fehérje PreSET-SET-

post-SET régidjanak megléte (4.26. dbra).
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5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

- trithorax-jellegi homeotikus fenotipusa alapjan izoldltunk egy Uuj, domindns
mutaciot: a Trithorax-mimic (Trm)-et. Megallapitottuk, hogy a harmadik kromoszéméhoz
kapcsoltan 6roklodik, és nem allélikus egyetlen korabbrol ismert #7x-G génnel sem.

- A mutéciot meiotikus rekombinécidval térképeztiik, és komplementdltuk a kapott
térképpoziciot atfedd delécidkkal. Megéllapitottuk, hogy az Enhancer of zeste [E(z)] gént
atfedd deléciokkal a 7rm mutacié letdlis, a kiboncolt hemizigétikban a szelvény-
transzforméciok irdnya azonban ellentétes a funkcidvesztéses E(z) allélok jelenlétében
tapasztalttal. Ezek az eredmények egy funkcionyeréses jellegli E(z) allélra utaltak.

- Rontgen reverzidval bizonyitottuk, hogy a Trm valéban az E(z) gén funkcionyeréses
allélja, hiszen a Trm revertansok fenotipusa minden vizsgilt szempontbdl megegyezett a
funkcidévesztéses E(z) allélokéval. Az E(z)T”" allél fenotipusa rendkiviil érzékeny volt a vad
E(z) gén doézisanak véltozdsaira. Az E(z) 16kusz duplikicidja, illetve extra transzgén kopia
bevitele erds fenotipikus szuppresszor hatdssal birt, mig az E(z) gén dézisanak csokkentése a
fenotipust erdsitette. Ennek alapjan megéllapitottuk, hogy a mutdns fehérje kompetdl a vad
E(z) fehérjével, a funkcionyerés tehat nem neomorf jellegli, de nem is antimorf tipusu, hiszen
az allél fenotipusa nem utal a vad funkci6 kdrosoddsara.

- Kimutattuk, hogy a mutins E(z)™ fehérje kotoédési mintdzata Drosophila
oridaskromdszomakhoz nem kiilonbozik a vad E(z) fehérjéétdl. Transzgenikus PRE-t

I hutéacié altal kivaltott

tartalmaz6 konstrukciok segitségével bizonyitottuk, hogy az E(z)
represszid a TRE szakaszok jelenlétét is igényli.

- Mas funkcidnyeréses E(z) allélok segitségével kimutattuk, hogy a homeotikus gének

inaktivaciojat az E(Z) multimer formaban végzi, amelyben a SET-domének interakcidoba
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lépnek egymassal. Kimutattuk, hogy a gap-gének reguldcidja sordn hasonld kolcsonhatdsok
alakulnak ki az E(z) fehérjék kozott.

- Mesterségesen termelt vad és E(z)™ mutdns fehérjék felhasznaldsdval sikeriilt in
vitro kotodést kimutatnunk az E(z) fehérjék SAC-SET-doménjei kozott, ezzel a genetikai
kisérletek alapjan tett eldzetes megdllapitasainkat biokémiailag is aldtdmasztottuk.

- A muténs allélt megszekvenaltuk és a parentdlis allélhez képest egyetlen baziscserét
taldltunk, amely a 741. arginin aminosav lizinre cserélodését okozta. Homoldgia
vizsgalatokkal megéllapitottuk, hogy az érintett pozicié az E(z) fehérje erdsen konzervalt
SET-domén régidjaban helyezkedik el, és ez a pozicio az epigenetikus represszor szerepu E(z)
homolégokban mindig konzervalt arginin, mig az epigentikus aktivator TRX homoldgokban
konzervalt lizin.

- Eredményeink alapjan felallitottuk egy a hipotézist, amely szerint az E(z)"™ allél
olyan mutans represszort kddol, amelynek inaktivdlé funkcidja érintetlen, de nem képes
kiillonbséget tenni az aktiv és inaktiv kromatindomének kozott, ezért végiil olyan régidkat is
represszdl, amelyeknek aktivnak kéne maradni.

- Az E(z)"™ allél kénnyen médosithaté domindns fenotipusat felhasznaltuk egy olyan
genetikai tesztrendszer kidolgozésdra, amely alkalmas az E(z)-fiiggd represszio kialakitasdban
illetve a kiilonb6zd allapotd kromatindomének megjelolésében részt vevo fehérjéket kodolod

gének azonositasara.

- Megéllapitottuk, hogy az E(z)"™ allél fenotipusit a Polycomb-csoportba tartozé
ismert gének altaldban szuppresszaljak. Az E(z)-fehérjével kozvetlen fizikai kapcsolatba 1ép6
fehérjéket kodolé gének pedig kiilondsen erds represszorok. Vagyis a TRM-fiiggd ektopikus
represszié ugyanazokat a fehérjéket igényli, amelyek 4altalaban is sziikségesek a homeotikus

gének E(z)-fliggd epigenetikus inaktivacidjdhoz.
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- A trithorax-csoportba tartoz0 mutdnsok jelenléte a Trm fenotipust 4altaldban
erOsitette. Az ektopikus represszid esélyét kiilonosen megnovelte, ha az aktivdloé rendszer
SET-domént hordoz6 fehérjéinek (ASHI, TRX) mennyisége csokkent le. Ennek az
eredménynek alapjan kozvetlen kompeticio tételezhetd fel a kiilonb6zo SET-domént

tartalmazo fehérjék kozott az aktiv kromatindomének édllapotdnak meghatarozéasiban.

- Kimutattuk az ASHI és a TRX fehérje in vitro kotodését vad és E(z) ™ mutdns E(z)
fragmentekhez. A vad és mutdns E(z) fehérjék kisérleteinkben nem kiilonboztek a SET-
domén interakcidk tekintetében.

- Genetikai interakciés kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy az E(z)-fliggd
represszié kialakuldsa érzékenyen reagdl a hisztonok és ezek kovalens moédositasdra képes
fehérjék mennyiségének megvaltozasara. A hisztonok hiperfoszforilaciéjat okoz6 Su(var)2-1
mutidnsok €s a deacetildz funkcidju dMi mutidnsok a fenotipust szuppresszaltdk. Hasonld
hatdssal birt a deacetildz enzimeket blokkol6é Na-butirdt alkalmazdsa. A hisztonok acetilacids

TRM

allapotanak felismerésében azonban a vad és az E(z) ™" mutans fehérje nem kiilonbozik.

- Genetikai kisérletekben kimutattuk, hogy a sejtmagi PP1 foszfatazt kédol6 Su(var)3-
6 gén muticidinak szintén szuppresszor hatdsa van a fenotipusra. Megdllapitottuk, hogy a
PP1-fliggd foszforildcié gatolja a vad E(z) fehérje represszids miikodését, a TRM mutans
fehérje viszont érzéketlen a foszforildcids szintben bekovetkezd véltozasokra.

Trm

- Azonositottunk két olyan sejtmagi kindz gént (aur, JIL), amelyek mutansai az E(z)
allél fenotipusat erdsitették. Mivel ezek a kindzok képesek specidlisan hiszton H3
foszforilacidjara, ezért biokémiai moédszerekkel ellendriztiikk azt az elképzelésiinket, hogy a
hiszton H3 10. szerin aminosavanak foszforilacidja az a molekuldris jel, amely meggatolja az

TRM

E(z)-fiiggd epigenetikus represszidt, de amelyre az E(z) ™ mutadns fehérje nem érzékeny.

- Kimutattuk, hogy mesterségesen, Sf9 sejtvonalban termelt vad és E(z)™ mutdns

fehérjék képesek specifikusan kotodni a hiszton H3 N-termindlis farki régioihoz, és ez a
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kotodés fiigg a hiszton farkak kovalens modositasaitdl. Legerosebben mindkét fehérjéhez a 9.
lizinen dimetilélt hiszton H3 N-terminalis peptid k6t6dott, mig leggyengébben a 10. szerinen
foszforildlt peptid, és ez utobbi esetben a Trm muticié jelenléte a kotést csaknem teljesen

megsziintette.

- Kimutattuk, hogy az altalunk termelt 273 aminosav hosszusdgu C-terminélis vad és
E(z)™ mutdns fehérjének egyarant in vitro hiszton-metil transzferdz aktivitdsuk van.
Oktamer szubsztrdton a két fehérje kozel azonos aktivitdst mutat, a mutdns fehérje azonban
peptid szubsztratokon 30%-kal kevésbé aktiv. Kimutattuk, hogy az aktivitds mindkét fehérje
esetében specifikus a H3 hiszton farok 9. lizin aminosavra €s trimetilacié 1étrehozasét is képes
katalizdlni. Szintén kimutattuk, hogy a 10. szerin aminosav foszforildcidja mindkét fehérje
esetében erdsen csokkenti a metil-transzfer hatékonysigat, és hogy a mutdns fehérje

hatékonyabban trimetilal.

- Kisérleteink nagyban hozzdjarultak ahhoz, hogy megértsiik, milyen szerepet tolt be
az E(z) fehérje az epigenetikus represszidban és milyen molekuldris szigndlok alapjan képes a

vad fehérje az aktiv és inaktiv kromatindomének megkiilonboztetésére.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. Az E(Z) FEHERJE SZEREPE AZ EPIGENETIKUS REPRESSZIOBAN

Drosophildban aktiv E(z) fehérje hidnydban mds POLYCOMB-fehérjék is kevésbé
képesek kotddni az oridskromoszomakhoz (Rastelli €s mtsai, 1993). Ez arra utal, hogy az E(Z)
fehérje kihorgonyzddasa megel6zi mas epigenetikus represszor fehérjék kapcsolodasat.
Erdekes médon azonban, ugyanezen koriilmények kozott az epigenetikus aktivacid
fenntartdsaban kulcsszerepet betoltd TRX fehérje kotddése is hasonlé mértékben meggyengiil
(Rastelli és mtsai, 1993). Ez arra utal, hogy az E(z) fehérje szerepe nem korldtozodik az
epigenetikus szabdlyozds inaktivéacids oldalanak megteremtésére, hanem inkdbb az aktival4s-
inaktivalas egyensulyanak kialakitdsaban érhetd tetten.

A ENHANCER OF ZESTE fehérje egy 600kDa méretli komplex formdjaban tisztithato
Drosophila sejtmagbol (Ng és mtsai, 2000; Tie és mtsai, 2001). A komplexet hasonld
Osszetételben tobb laboratérium is megtaldlta (Miiller és mtsai, 2002; Czermin és mtsai, 2002;
Kuzmichev és mtsai, 2002) és tjabban PRC2-nek nevezték el (Kuzmichev és mtsai, 2002). A
komplex az E(z) mellett az ESC-et, a SU(Z)12-t és a CAF1-et minden szerz6 szerint tartalmazza
és valoszintleg a komplexek egy részében a PCL (Tie és mtsai, 2003) és az RPD3 deacetilaz is
megtaldlhat6. A komplex tagjai koziil az ESC fehérjérdl régen bizonyitott (Struhl és Brower
1982; Glicksman és Brower, 1988), hogy alapveto szerepe van abban a folyamatban, melynek
sordn a korai embriondlis fejlodés alatt a bithorax-komplex aktivaloddsi mintdzatanak
kialakulasat 1étrehoz6é faktorok atadjak helyiiket a POLYCOMB-TRITHORAX rendszer
epigenetikus szabdlyoz6 fehérjéinek. Az E(Z) és az ESC egymas kozvetlen in vivo partnerei a
PoLYCOMB-fiiggd represszioban (Jones ¢és mtsai, 1998; Tie és mtsai, 1998). A

funkcidvesztéses allélok erdsitik egymds fenotipikus hatédsat, €s az E(z) és ESC fehérje azonos
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helyeken kotodik a Drosophila 6ridskromoszomékon (Campbell és mtsai, 1995; Tie és mtsai,
1998).

Ezek a megfigyelések alatamasztjdk azt az elképzelést, hogy az E(z) fehérjét
tartalmazé komplex feladata, hogy biztositsa a korai transzkripcids szabalyozé faktorok
kozremiikodésével kialakult génaktivitdsi mintdzat €és kromatinszerkezeti kiilonbségek
felismerését és konverzidjit az epigenetikus dtadédasra képes, 1j fehérjék kapcsoldddsaval
kialakulg, érett kromatinkonformacidva.

Mivel az E(z) fehérjének szerepe van a BX-C korai transzkripcids aktivitasanak
sejtosztodasokon keresztiill megérzendd epigenetikus mintdzattd alakitdsdban, feltételezheto,
hogy szerepet jatszik annak a molekularis szintli kiilonbségnek az érzékelésében, amely
megjeloli a kiilonbozd transzkripcids aktivitdsi kromatindoméneket. Annak a kérdésnek a
megvilaszolasat, hogy hogyan torténik a molekuldris jel leolvasdsa, nagyban el6segitheti
olyan E(z) muténsok analizise, ahol kizarélag a felismerési folyamat sériilt. Ugy gondoljuk,
hogy az dltalunk azonositott E(z)""™ megfelel a leirt feltételeknek. Az E(z)"™ 6sszehasonlitdsa
egy masik funkcionyeréses alléllal, az E(z )! -gyel tamogatja elképzelésiinket. A két allél koziil
csak az E(z)"™ képes onmagdban is a normdlis inaktivdlé funkcié hibétlan ellitdsdra a
homeotikus géneken (Jones és Gelbart, 1990; Bajusz €s mtsai, 2001). A funkcionyeréses
zeste' muticié esetében a white-gén ektopikus inaktivacidja mindkét funkcionyeréses mutacio
hatterében bekovetkezik, de csak az E(z)T”" hoz 1étre ektopikus inaktivaciét a homeotikus
targeteken és az engrailed génen. Mindezek alapjan tgy gondoltuk, hogy az E(z)"™ mutdcié
finomanalizisével kozelebb juthatunk nemcsak az E(z) fehérjének a korai aktivacié fenntartott
aktivitadssa alakitdsdban jatszott szerepének megértéséhez, de a represszidt megakadilyozo
molekuldris jel azonositdsdhoz is.

Az E(z) funkciéja nagyon erdsen konzervalt. Az E(z)-t tartalmazé PRC2-komplex (Ng

és mtsai, 2000; Tie és mtsai, 2001; Miller és mtsai, 2002; Czermin €és mtsai, 2002;
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Kuzmichev és mtsai, 2002) fehérjéit C. elegansban, és meglepd mdédon magasabbrendu
novényl modellrendszerben, Arabidopsis thaliana-ban €s kukoricdban is azonositottdk
(Springer és mtsai, 2002). S6t, a homoldgia nemcsak az aminosav szekvencia szintjén
jelentkezett, hanem ezeknek a novényi PC-G fehérjéknek a génszabalyozasban betoltott

szerepe is hasonlénak mutatkozott.
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6.1. abra Az E(2) homolégok hasonlé doménszerkezete

Roviditések At: Arabidopsis thaliana, Dm: Drosophila melanogaster, Hu Homo sapiens, Ce: Caenorhabditis
elegans. A jelzett domének az N-SAC: cisztein gazdag domén, SET: SU(VAR)3-9, E(Z), TRX domén, PIMY: Pro,
Tyr, Met, Ile konzervalt aminosavakat tartalmazé domén, ERY..CRRC: Glu, Arg Tyr, Cys, Arg, Arg Cys
aminosavakat tartalmazé domén, CAIA: Cys Ala Ile Ala aminosavakat tartalmazé domén (Rein Aasland
nyomdn).

Az E(z) fehérje Arabidopsis homoldgja (6.1. abra), a CURLY LEAF (CLF) fehérje
(Goodrich és mtsai, 1997) a virdgzas sordn aktivalodé novényi homeotikus géneket
represszdlja a levél-szovetekben. Az ennyire tavoli rokon fehérjék kozti funkciondlis
hasonlésdag még meglepdbb, ha tekintetbe vessziik, hogy a ndvényi és az allati homeotikus
gének felépitése €s altalanos szabalyozasa szerkezetileg kiilonbozik (McGinnis és mitsai,
1984; Yanofski és mitsai, 1990). A Su(z)12-hoz nagyon hasonlé az EMF2 nevli homolég
szerepe, hiszen muticidja a csirdz0 magban a virdgzds homeotikus génjeinek ektopikus

kifejez0dését okozza (Yoshida és mtsai, 2001). A FIS2 nevli homoldg esetében is hasonld
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represszor funkciét azonositottak: a fehérje megtermékenyités hidnydban gditolja a mag
fejlodését, amely folyamatban egyébként a masik E(z) fehérje homoldg, a FISI/MEA fehérje
mellett az ESC homologgal (FIS3/FIE) muikodik egyiitt (Grossniklaus €s mtsai, 1998; Luo és
mtsai, 1999, 2000). A harmadik Su(z)12 homolég, a VRN2 (Sheldon €és mtsai, 2000) a viragzas
konrolljdban alapvetd szerepet betoltd FLC gén epigenetikus represszora.

Emellett a PRC2 komplex két tagjanak, az E(z)-nek és a Su(z)12-nek a homeotikus
reguldciondl is kordbbi folyamatban, a petefejlodésben is szerepe van. Bizonyos homérséklet-
érzékeny E(z) aléllekre homozigéta anydkat a permissziv homérsékleten petéztetve is
sterilitast tapasztaltunk (E(z)l 2), mas allél kombinacidk a restriktiv hémérsékleten mutatnak
hasonl6 fenotipust (E(z)*®). Mindkét esetben jellemzo, hogy a petefejlodés a negyedik-6todik
staddiumban megakad, a dajkasejtek degeneralodnak, a petekamrdk nem ndvekednek és a peték
nem fejlédnek tovabb (Phillips és Shearn, 1990). A Su(z)12 fehérje petefejlodésben jatszott
szerepét bizonyitja, hogy két fiiggetlen alléljardl (Su(z)12%, Su(z)I2’) is kideriilt, hogy
homozigéta ivarvonal klonokban a petefejlodés korai megakaddsit okozzdk, mig egy
hipomort alléllal (Su(z)! 2"y kombinélva abnormalis peték kifejlodését eredményezik. Az ESC-
nek ugyan nem sikeriilt hasonld szerepét kimutatni Drosophildban, de egér homolégjardl
(EED) kideriilt, hogy jelenléte sziikséges a magzat extraembriondlis szoveteinek, a trophoblast
sejteknek a tuléléséhez, tovabbd az X-kromoszéma inaktivicidéhoz is (Wang és mtsai, 2001;
Mak és mtsai, 2002). A tobbi Pc-G mutdns esetében nem taldltak hasonlé tipusu, a
csiravonalat érint6 fenotipusokat, és a vizsgélt esetekben a peteképzddés zavartalan (Soto és
mtsai, 1995).

Az E(z) fehérje szerepe azonban még ennél is szertedgazobb. Funkcidvesztéses
mutdnsaiban nemcsak az epigenetikus represszid, hanem a sejtciklus folyamatai is
karosodnak, hiszen a homozigéta mutdns larvak diploid sejtjeinek mitotikus indexe messze

elmarad a normalistdl, illetve a sejtciklus a metafdzisban blokkolt (Gatti és Baker, 1989;
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Phillips és Shearn 1990). A funkcidvesztéses E(z) homozigéta larvéak kis diszkusz (small disc)
fenotipust mutatnak, ami szintén a lecsokkent osztodasi aktivitds kovetkezménye (Shearn és
mtsai, 1978). Sejtjeikben szabalytalan kondenziciét mutatd, illetve fragmentalodott
kromoszomakat taldlhatunk (Gatti és Baker, 1989). Mindezeknek a megfigyeléseknek a
fényében el6z6 megdllapitasainkat azzal egészithetjiik ki, hogy az E(z) fehérje szerepe
nemcsak az epigenetikus represszié kialakuldsdban alapvetd, de a kromoszémdak hibatlan
kondenzicidjdhoz, illetve szegregicidjahoz is sziikséges. Ezekbdl az eredményekbdl tgy
tinik, hogy az E(z) fehérje bizonyos szempontbdl 0Osszekotd kapcsot képez a sejtek
proliferacidja és determindcidja kozott. Ezeknek a folyamatoknak az integracidja kiilonosen
azért fontos, mert a mar kialakult determindcids édllapotnak nemcsak a bithorax-komplex
inicidcidja utidn kell megdrzddnie a teljes tovédbbi életszakaszra kiterjedd fenntarté fazisban,
hanem a genom teljes expressziés mintdzatdnak konzervdlddnia kell a mar determindlt
sejtekben, mikdzben djra és tjra a teljes genom megkett6zddik, és a kromatin is ujjaépiil a
sejtosztodasok folyamdén.

Ezeket a megdllapitdsainkat aldtdmasztjdk a genetikai €s biokémiai megfigyelések is.
Az eddig azonositott kozel szdz E(z) allélt a legkiilonbozébb fenotipusok alapjin izolaltdk
(mitotikus, homeotikus, zeste-interaktor, nos-szuppresszor, grappa-szuppresszor, Fab-7-
szuppresszor, parosodé PRE inaktivaciot befolydsold), €és a kiilonbozd allélok az eltérod
tesztrendszerekben eltérd, tobb esetben egyenesen ellentétes fenotipust mutatnak. Emellett a
génnek szokatlanul sok, egymastdl eltérd fenotipusu funkcionyeréses alléljat is sikeriilt
izoldlni, ami egyiittesen arra utalt, hogy a kddolt fehérje tobbféle feladatot lat el, és a
fliggetlen mutéciok eltéro funkcidkat érintenek.

A fehérje doménszerkezetének vizsgdlata hasonlé kovetkeztetésekre vezetett. A 761
aminosav hosszisagu Drosophila E(z) fehérjében nuklearis lokalizacids szigndlt (505-510), és

tobb, kiilonbozd funkcidju fehérjében felbukkan6 konzervélt domént is sikeriilt megtaldlni
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(6.2. dbra) A tobb mint hatszaz génben eléfordulé SET-domén (625-745.AA) és az azt
megeldzo Pre-SET, vagy régebbi elnevezés szerint cisztein gazdag (Cys-rich 538-619) domén
funkciondlisan is jol jellemzett. A fehérjében két, a myb DNA-binding-domének kozé tartoz6
SANT-domén szekvencidt azonositottak (152-292; 443-491). Ezt a domént az SWI/SNF és az
ADA-komplex fehérjéiben is megtaldltak (Aasland €s mtsai, 1996).

E(zF™™ mut dcié

741
w
152-192 443-491 505510 538619 625745

6.2. abra A Drosophila E(z) fehérje doménszerkezete
Az 4bran a kiilonboz6 funkcidju fehérjékben azonositott konzervalt doméneket tiintettiik fel. A domének alatti
szamok a konzervalt aminosavak poziciéjat jelzik a 761 aminosav hosszisagi Drosophila E(z) fehérjében.

A kozelebbi homol6gok (ortolégok) altaldnos doménszerkezete (6.1. dbra) és a SET-
domén szekvencidja is hasonld, mig a tdvolabbi homol6gok vizsgdlata alapjan megallapithat6
volt, hogy a SET-domén val6jaban négy szubdoménbdl 4ll, melyek a tavoli homolégokban is
erdsen konzervéltak, melyek a metil-transzferdz aktivitdst biztositjdk. A szubdomének kozott
hosszabb-rovidebb gyenge konzervaltsagot mutaté szakaszok helyezkednek el. Ezekrol azt

gondoljak, hogy szerepiik az adott protein specidlis partnereihez val6 kapcsolddas.

6.2. AZ E(z)™ MUTANS SEGITSEGEVEL SZERZETT UJ INFORMACIOK AZ
ENHANCER OF ZESTE FEHERJE INAKTIVALO MUKODESEROL

Felvetddott az az elképzelés, hogy az E(z) gént egyarant tarthatjuk a Polycomb és a
trithorax-csoport tagjanak (LaJeunesse €s Shearn, 1996; Gildea és mtsai, 2000). Elméletileg
elképzelhetd, hogy az E(z) fehérjének két egymadstdl fiiggetlen és egymdssal ellentétes
funkci6ja is van. Vagyis szerepet jatszik az epigenetikus represszid és az epigenetikus
aktivdci6 folyamatdban is. Ilyen szempontb6l az E(z)"™ domindns antimorf mutdnsnak is
tekinthet6 az aktivaciés funkciét illetéen, mikozben a feltételezett represszor funkcid

érintetleniil marad. Formélis szempontbdl néhdny megfigyelésiink aldtdmasztani latszik ezt az
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elképzelést. Példdul az E(z)"™ feltételezett antimorf jellege aldtimaszthaté azzal, hogy a
mutacid revertdlhat6 cisz-helyzetben (ugyanazon a koépidn) indukalt Rontgen mutdcidkkal.
Ezen kiviil a funkcidvesztéses allélok transz-helyzetben a fenotipus enhanszerei, mig az E(z)
gén extra kopidinak bevezetése a fenotipust szuppresszalja.

Mis megfigyelések azonban ellene szélnak az E(z)™™

antimorf jellegére vonatkozd
hipotézisnek. Az E(z)"™ zeste'-enhanszer, illetve nos-enhanszer fenotipusa ellentétes irdnyu
az ismert antimorf és funkciévesztéses E(z) allélok zeste'-szuppresszor, illetve nos-

Trm

szuppresszor fenotipusaval, €s arra utal, hogy az E(z)""" mutdns a vad E(z) allélhez képest

Trm TrmTG

jobban inaktival. Az a tény, hogy az E(z)"" és az E(z) allélok erds dominans fenotipusa
egyetlen pontmutécié kdovetkezménye, valoszintitlenné teszi, hogy ugyanaz az aminosav-csere
egyszerre vezessen funkcidvesztéshez az aktivaciéos milkddésben és talmilkddéshez az
inaktivacios mikodés terén.

Véleményiink szerint az FE(z)"™ fiiggetlen rendszerekben megfigyelt fenotipusai
kivétel nélkiill azzal magyardzhatéak, hogy a mutidns fehérje egy tilmikodod represszor.
Elképzelésiinket erésen tdmogatja, hogy az E(z)”™ nemcsak funkciévesztéses mutdciokkal
revertdlhatd, hanem erds letélis antimorf allélok is a homeotikus fenotipus szuppresszorai.
Mindezek alapjan tigy gondoljuk, hogy az E(z) fehérje egyik szubfunkcidja a cél gének helyes
felismerése: vagyis a vad fehérje csak mar represszié alatt 4116 targeteken hoz létre tovabbi
repressziot, mig a transzkripciésan aktiv célgéneket elkeriili. Ugy gondoljuk, hogy az E(z)™™"
fehérjének ez a szubfunkcidja sériilt, és ennek kovetkezményeképpen a mutéins héttérben
olyan gének is inaktivalodnak, amelyeknek aktivaknak kellene maradniuk.

Megjegyzésre érdemes tovabbd, hogy az E(z) gént a Polycomb-csoportba sajit
funkcidvesztéses fenotipusa alapjan soroltdk be (Jones és mtsai, 1990), mig a trithorax-

csoportba funkcidvesztéses ashl allélokkal adott interakcidja alapjan sorolhaté (LaJeunesse és

Shearn, 1996; Gildea és mtsai, 2000). Sajat kisérleteink alapjdn az E(z) mutdciok interakcidit
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ma mar sokkal egyszerlibben magyardzhatjuk. Ismertté vélt, hogy a TRX-csoportba tartoz6
ASHI fehérje képes a H3 farok specialis metilaciéjara mind a K4, mind a K9 poziciéban, és
ezzel egy aktivacios epigenetikus szignalt hoz létre (Beisel és mtsai, 2002). Sajit
eredményeink szerint pedig az E(z) fehérje képes a H3 K9 pozicidjanak specifikus
metil4cidjdra, amely a K27 metilacidval egyiitt egy represszids epigenetikus szigndlt hoz 1étre
(Cao és mtsai, 2002). Amennyiben feltételezziik, hogy a Drosophila homeotikus szabalyoz6
régidiban az ASHI1 fehérje dltal kivéltott K4, K9 trimetilacié fontos az epigenetikus
aktivalodas dtadodasdnak biztositdsdhoz, mig az E(z) fehérje altal létrehozott K9-K27
trimetildci6 az epigenetikus represszidt tartja fenn (akdrcsak a megvizsgalt analdg
rendszerekben), akkor szembetlind, hogy a mindkét fehérje altal metilalhaté K9 pozicid
bivalens szerepet tolthet be: egy epigenetikus aktivator, és egy epigenetikus represszor
szignalnak is része. Ilyen értelemben, mikdzben az E(z) fehérje metilalja a K9 poziciot,
egyszerre €pit egy aktivalo szerepl, illetve egy represszor értelml epigenetikus jelet. Az
altalunk végzett kisérletek alapjan elképzelhetd, hogy az ash/ mutdnsokban limitalt K9
metil4cids kapacitds tovéabbi sziikitése E(z) muticié bevezetésével az aktivacios jel felépiilését
neheziti meg.
6.3. AZ E(z) "™ FEHERJE TAMADASPONTJA

Az E(z)™ allél fenotipusdnak egyik magyardzata lehet, hogy a mutins fehérje
ektopikus helyekre kotodik. Sajat eredményeink ezt a feltételezést nem tdmasztjdk ala. A
mutins E(z)™ fehérje kotédési mintdzata a nydlmirigy 6ridskromoszémakhoz
megkiilonboztethetetlen a vad fehérje kotddési mintizatatol. Ezen kivill a vad E(z) gén
dozisdnak novelése a bevitt kopidk szdmdval ardnyosan szuppresszédlja az E(z)
funkcionyeréses fenotipusat, ami azt jelzi, hogy a vad és a mutans fehérje kozos célrégidkat
szabalyoz és ezeken egymadssal versenyeznek. Ezek a megfigyelések abba az irdnyba

mutatnak, hogy az E(z) fehérje az altala szabdlyozott célrégiokhoz azoknak aktiv, illetve
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inaktiv allapotatdl fiiggetleniil képes kotddni, de a fehérje miikkodése nem azonos a kétféle
doménben. Mds fehérjék esetében is sikeriilt hasonlé6 homogén kotddést kimutatni, hiszen a
nydlmirigyben inaktiv bithorax-komplex régi6 egyardnt er6s TRX és ASHI kotOhely
(Chinwalla és mtsai, 1995; Tripoulas €s mtsai, 1996). Az epigenetikus reguléacié alatt 4116, a
Fab-7-régi6 egy nagy darabjat tartalmazoé riportergén konstrukcié bekapcsolt és kikapcsolt
allapotban is kot mind TRX-et mind Pc-t (Rastelli és mtsai, 1993; Tripoulas és mtsai, 1996;
Cavalli és Paro, 1998). Mas iranyu sajat, fliggetlen kisérleteink alapjan is ugy tlnik, hogy az
E(z) fehérje nemcsak az inaktiv kromatindomének &llapotdnak epigenetikus fenntartasit
biztositja, hanem az aktiv doménekben a cisz-reguldtorokban elhelyezkedd enhanszerek
erosségének bedllitdsahoz is hozzdjarul. Eredményeink alapjan ugyanis az E(z) aktivitss,
valamint egy adott cisz-reguldtorban a PRE-k szamdnak egyiittes lecsokkentése az adott
domén hiperaktivacidjadhoz vezethet (Bajusz 1., Sipos L., Pintér L., Gyurkovics H.
elokészilletben). Mivel elképzeléseink szerint az E(Zz)™ nem képes biztosan
megkiilonboztetni az aktivan tartand6 és az inaktivdland6 kromatindoméneket, ezért jelenléte
a normélisan aktiv domének ektopikus represszidjdhoz vezet. Ezt a feltételezést
tovdabbgondolva arra a kovetkeztetésre kell jutnunk, hogy a kiilonb6zd déllapota
kromatindomének valamiféle molekularis jellel vannak megjelolve, amely jelet a vad E(z)
fehérje hibatlanul ismer fel , az E(z)™™ fehérje azonban nem, ezért nem megfelelé helyeken is
inaktival.

Az azonban, hogy az E(z)"™ letilfizisa igen késéi, és még az elvétve kikeld
E(z)"™/E(z)"™¢ anyékté]l szdrmazé homozigéta embridkon sem taldlunk homeotikus
transzforméciokat, sot a kifejlodd felnott dllatok szintén pharat adult letdlisak, arra utal, hogy
ez a tévesztés csak részleges, nem minden esetben kapcsolja ki a mutdns fehérje az aktiv
allapotban 1évo célgénket. Ennek kisérleteink szerint egyik valészinli oka a rendelkezésre all6

limitalt represszor kapacitds volt, hiszen az E(z)-fiiggd represszidhoz sziikséges faktorok
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muticiéja heterozigéta dllapotban is erds szuppresszora az E(z)'™-fiiggd homeotikus
fenotipusnak. Kisérleteink alapjan egy mdsik fontos oknak litszik az E(z)™ fehérje
kompeticija az aktivalo rendszer SET-domén fehérjéivel a represszio és a fenntartott
aktivitas létrehozdsahoz egyaréant sziikséges célrégiokon, a PRE-TRE szakaszokon. A bxd-
Ubx régio részletes kromatin-immunoprecipiticids analizise alapjan ugy tlnik, hogy a SET-
domén fehérjék altal kialakitott specifikus hiszton metildciés mintdzat nem terjed rd az egész
szabélyozo régiora. A harmadik 1dbdiszkuszban, ahol a bxd-Ubx régi6 aktiv, csak a bizonyitott
PRE-TRE aktivitassal rendelkezd (Tillib és mtsai, 1999) szakaszon és a promoter région
jelenik meg specifikus H3 trimetilalt-K4 mintazat (Frank Sauer, személyes kozlés). Tehat az a
kromatinszakasz, ahol az aktivicid, vagy inaktivicié kérdése eldol, minddssze néhdny
nukleoszémara korldtozodik. Az éltalunk transzgenikus rendszerben végzett kisérletek azt
mutatjdk, hogy azoknak a parosodas-€rzékeny inszertet hordozé éllatoknak a szemszine
vildgosodik E(z)"™-fiiggd médon, amelyekre a funkciévesztéses trx és ashl allélok is hasonlé
hatéast gyakorolnak. Ez azt jelenti, hogy az iab-7 szabalyozé régionak ugyanazok a darabjai
sziikségesek a white-riportergén E(z)"™-fiiggd ektopikus inaktivaci6jahoz, amelyeken a trx és
ash1-fiiggd aktivacio is medidlodik, vagyis az ektopikus represszid a TRE szakasz jelenlétét is
igényli.
6.4. AZ E(z)™ SET- DOMENJENEK SZEREPE A PC-G-FUGGO INAKTIVACIOBAN
Az antimorf E(z)'" allélokkal végzett interakciés kisérletekbol kideriilt, hogy a
preSET és a SET-doménben bekovetkezett antimorf hatdst son mutacidk (Carrington E. A. és

Trm

Jones R. S. kozoletlen adat) hatékonyan szuppresszaljak az E(z)" trx-jellegli fenotipusat, és

csaknem teljesen megakadélyozzdk az ektopikus inaktivdciét, mikdzben az E(z)™™ allél

jelenléte erésen gitolja az E(z)*"

allélok nos-szuppresszor fenotipusat. Az is megdllapithato,
hogy az emlitett allélok kdlcsonds szuppresszald hatdsa anndl erdsebb, minél kozelebb vannak

a mutdciok 4ltal érintett aminosavak egymashoz a fehérje szekvencidban, ami egyébként az
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eddig meghatarozott szerkezeti SET-domének esetében (IN6C, 1H3I, 1MVX, 1MUF)
korreldl a térbeli kozelséggel. Ezek a kisérletek azt sugalljak, hogy az E(z) fehérje mikodését
homodimer, vagy homomultimer formaban l4tja el. A homomultimer E(z) komplexekben a
preSET és SET-domének lépnek egymadssal fizikai interakcioba. Mas szerzOk 1is
valdszinlsitették azonban E(z) homomultimer komplexek 1étezését (Jones €s Gelbart 1993).

Kotési kisérletek sordn sikeriilt kozvetlen biokémiai bizonyitékot szerezniink arra
vonatkozolag, hogy a teljes hosszusigu, €s a csak preSET és SET-domént tartalmazé
mesterségesen termelt E(Z) fehérjék képesek kotddni a FLAG peptiddel jelolt 273 aminosav
hosszisagu C-termindlis E(z) fehérje darabokhoz. Azt is megallapitottuk, hogy a genetikai
interakcids kisérletek alapjan vart eredményeknek megfeleléen mind a vad, mind az E(z)"™
mutédns fehérje darabok képesek in vitro erre az interakciora. Habar az E(z) fehérjék in vivo
asszocidcidja még nem bizonyitott, ugy gondoljuk, hogy a tobb E(z) fehérje dltal formalt
k6z6s SET-domén felszin két egymdssal osszefiiggd feladatot is ellat. Erzékeli a célgének
aktiv, illetve inaktiv dllapotat jelolo szigndlok jelenlétét, €s ezeknek megfelelden szabalyozza
a Pc-fiiggd inaktivicio kialakuldsat.

Hogyan befolydsolhatja az E(z) fehérje altal formaélt kozos SET-domén felszin a
célgének epigenetikus represszi6jat? Az egyik lehetéséget a két fiiggetlen allélban (E(z)"™™ és
E(z)"™C) is bekovetkezett azonos specidlis aminosav-csere sugalmazza, ami egy
kulcsszerepll régidban egy E(z)-tipusu SET-domént egy TRX-tipusi SET-doménné konvertal.
Mas SET-domén tartalmu fehérjék, igy a TRX és az ASH1 képesek onmagukkal és egymassal
in vitro €s in vivo 1s fizikai interakcioba lépni a SET-doménjiikkon keresztiil (Rozenblatt-
Rosen, 1998). Ezt azonban az E(z) homoldgok altal kodolt fehérjék esetében nem
bizonyitottdk, sét az emlitett szerzok szerint a teljes hosszisagi E(z) fehérje nem képes in

vitro sem kotddni a TRX és az ASHI fehérjéhez. Sajat kisérleteink szerint azonban az éltalunk

hasznalt 273 aminosav hosszusagi E(z) fehérje darabok egyarant képesek asszocidlédni a TRX
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és az ASHI fehérjékhez a Rosenblatt-Rosen-féle (1998) publikacionak megfeleld kotési
kisérletben. Raadésul a kotés az ASHI fehérje esetében még 0.4 M-os NaCl koncentracionak is
ellendll, ami a fenti szerzOk d&ltal hasznélt sdékoncentrici6 négyszerese. Ezek a kisérletek
megmagyardzhatjdk azokat a genetikai eredményeket, amelyek szerint a trx gén dézisdnak
valtoztatasa igen erds hatdst gyakorolnak nemcsak az dltalunk izolalt allél fenotipusara, de
altaldban az E(z)-fiiggd epigenetikus inaktivacié hatékonysdgara is. Kisérleteink soran

Trm muténs

azonban az is bebizonyosodott, hogy nincs szdmottevo kiilonbség a vad és az E(z)
SET-domént hordozé fehérjék asszociacios képessége kozott. Tehat a Trm mutans fenotipus
nem magyardzhaté kozvetleniil a vad és az E(z)”™ muticiét hordozé E(z) fehérjék SET-
doménjei kozotti, illetve az epigenetikus aktivator TRX és ASHI fehérjékkel 1étrejovo
interakcié megvéltozdsaval.
6.5.AZ E(Z)TRM FEHERJE EGYUTTMUKODO PARTNEREI

A célgének részleges inaktiviciéja az E(z)"™ mutécié hétterében kivalé lehetdséget
biztosit olyan faktorok azonositidsdra, amelyek sziikségesek az E(z)-fiiggd epigenetikus
represszidhoz, illetve olyanokéra, amelyek ez ellen hatnak. Kisérleteink szerint a Polycomb

csoportba tartozé mutdnsok egy része az E(z)"™

allél domindans fenotipusat csaknem eltiinteti.
Ezek a Polycomblike (Pcl), az extra sexcomb (esc), a Su(z)I2, a polyhomeotic (ph),
pleiohomeotic (pho) és a Su(z)5. A fenti mutaciok koziil a Pcl, az esc és a Su(z)12 kdzvetlen in
vivo partnerei az E(z) fehérjének a Pc-fiiggd epigenetikus represszidoban (Ng és mtsai, 2000;
Tie és mtsai, 2001; Miiller és mtsai, 2002; Czermin és mtsai, 2002; Kuzmichev és mtsai,
2002). Tehat az altalunk létrehozott genetikai interakcios rendszer valoban képes fliggetlen
modon is bizonyithatd funkciondlis kolcsonhatdsok kimutatisara. Az altalunk haszndlt
interakcios rendszerben szuppresszornak bizonyultak a Pc-G mas ismert tagjai is: a

Polycomb(Pc), az Enhancer of Polycomb [E(Pc)], a super sex combs (sxc), illetve a Sex

combs on midleg (Scm), a Su(z)2 komplex tagjai, illetve a Sex comb extra (Sce) és az Anterior
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sex combs (Asx) is. Tehdt a més szerzok 4ltal a toron trithorax és Polycomb enhanszernek
bizonyul6 (Enhancer of Trithorax and Polycomb: ETP) gének null alléljai a mi interakcids
rendszeriinkben alapvetden gyenge, de szignifikdns szuppresszorként, azaz Pc-G tagként
viselkedtek. Taldltunk azonban mi is olyan hipomorf €s kiilonleges Pc-allélokat, amelyek az
abdomenen enhanszerként viselkednek. Ezeknek az alléloknak azonban van sajat abdominalis
trx-fenotipusuk: pl. a hipomorf Asx"esetében (Sinclair és mtsai, 1992; Milne és mtsa, 1999),
illetve bizonyos gének esetében az eltérd allélok ellentétes irdnyd fenotipus-modosito hatést
mutatnak (Psc’, Psc®?) (Wu és Howe, 1995).

A legtobb trx-csoportba tartoz6 mutici6 az elvdardsoknak megfeleléen Trm
enhanszerként viselkedett. Kiemelkedett a SET-doménnel rendelkezd fehérjét kodolo két rrx-
G gén, az ashl és a trx enhanszer hatdsa, amely az életképesség erOs csokkenését is
eredményezte. Szintén erds volt a BRAHMA-komplex azonositott fehérjéit kodold gének (brm,
mor, snrl, osa) enhanszer hatdsa, taldltunk azonban olyan allélokat is, amelyeknek bizonyos
testtdjakon nyilvanvalé szuppresszor hatdsuk volt (sls €s skd), aminek alapjan az érintett
géneket ETP hatdsuaknak tartjuk. Ezeket az allélokat Pc-szuppresszor fenotipusuk alapjan
azonositottak, és meglepd, hogy az ektopikus inaktivacié ellen hatottak az altalunk hasznalt
rendszerben. Az eredmények alapjan nyilvanvald, hogy ha egy adott génnek nincs sajat
homeotikus fenotipusa, pusztin a masodlagos interakcidk alapjan igen nehéz eldonteni, hogy
mikodése a kromatin aktiv, vagy inaktiv allapotanak meghatarozdsahoz sziikséges. Adott
gének ETP-csoportba soroldsa sokszor a felhaszndlt tesztrendszer fiiggvénye, €s Ugy tlnik,
hogy néhdny esetben a vdératlan €s paradox interakcidok felbukkandsa a PC-TRX-rendszer
altaldnos egyensulyvesztésének kovetkezménye. A targetspecificitds kiilonbségei, és a PC-
TRX-rendszer komplex reguldcidja nyomén felerdsitett kiilonbségek a célgének kifejezddését a

varttal ellentétesen is véltoztathatjak.
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6.6. A HISZTON-ACETILACIO FONTOS AZ AKTiV KROMATINDOMENEK
KIJELOLESEBEN

Kisérleteink szerint a Trm fenotipus kiillondsen érzékeny a hiszton-gének dézisanak
megvéltozdsara, jelezvén, hogy az ektopikus inaktivacidhoz sziikséges PCc-komplex bizonyos
komponensei képesek interakcioba 1épni a magi hisztonokkal, és ez a kolcsonhatds fontos a
hatékony epigenetikus represszio 1étrejottéhez. A hiszton hiperacetilciot okozé Su(var)2-1
mutaciok és a hiszton-deacetildz inhibitor hatdsi Na-butirdt korai hatdsa azt jelzi, hogy a

s e 14 2 . 4. T <
magas szinti hiszton-acetilaciés szint nem fér 6ssze az E(z)'™ 4

Ital okozott ektopikus Pc-
fliggd inaktivacidval. Az acetildlt hisztonok epigenetikus repressziot gatlé szerepére fiiggetlen
kisérletek is utalnak. Cavalli és Paro kisérletei szerint (1999), ha a fejlodés korai szakaszaban
az iab-7 PRE atirddik, a transzgén inszercios helyén magas szintl hiszton acetilacio jelenik
meg, és ez egybeesik azzal, hogy az acetildlédott PRE nem képes a riportergén inaktivan
tartasdara. Az E(z) fehérjének a hiszton-acetildcidoval ellentétes szerepét sugallja, hogy
Drosophildban E(z)-ESC komplexhez kapcsoltan tisztithato az RPD3 fehérje (Tie és mtsai,
2001), egy olyan hiszton deacetildz, amelynek in vivo 1is szerepe van az inaktiv
kromatinszerkezet alakitasdban (De Rubertis és mtsai, 1996). Kisérleteink alapjan azonban a
vad és a Trm mutdns E(Z)-komplex inaktiviciés mukodését egyarant gitolja a hiszton

acetildcids szint emelése, vagyis nem ez az a szigndl, amit az altalunk izoldlt mutins nem

képes felismerni.

6.7. A FOSZFORILACIO SZEREPE AZ AKTiV KROMATINDOMENEK
KIJELOLESEBEN

Az aktiv kromatindoméneket molekuldris jelek kiillonboztetik meg az inaktiv
doménektdl (Srahl és mtsai, 1999; Smith és mtsai, 2001; Briggs és mtsai, 2002). Az a

molekuldris jel, amelyet az E(z)""

eltéveszt, tobbféle lehet. Mivel a hiperacetilaciét okozé
Su(var)2-1 muticié nemcsak heterozigéta, de hemizigéta allapotban is hat a mutans hattérben

bekovetkezd epigenetikus represszidra, valoszintitlen, hogy az éltalunk keresett jel hiszton
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fehérjék farki régidinak acetildcidja. Ez az eredmény ugyanis azt jelzi, hogy a kizéardlag
mutans fehérjét tartalmaz6 inaktivald komplexek tovédbbra is képesek érzékelni a hisztonok
acetildciéjaban bekovetkezd véltozdsokat, az E(z)™ fehérje nem hibds ebben az értelemben,
hiszen az ektopikus inaktivéci6 a hiperacetildlt hisztonok jelenlétében gatlodik.

Ezzel ellentétben azt taldltuk, hogy homozigéta dllapotban az E(z)"™ mutici6
fenotipusa nem véltozik szamottevoen Su(var)3-6 muticiok jelenlétében, vagyis a mutans
fehérje 6nmagéban érzéketlen a PP1-szint valtozasaira. A vad E(z) fehérje jelenléte esetében
azonban (heterozigéta allapotban) a Trm fenotipus erdsen szuppresszalhatdé Su(var)3-6
muticiok bevezetésével. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a vad E(z) fehérje inaktivalo
muikodését az aktiv doménben 1€v6 valamely foszforilalt fehérje képes gatolni, de ez a hatds a
mutans E(z)"™™ fehérjén nem érvényesiil.

Ismertek olyan fiiggetlen eredmények, amelyek szerint a foszforilacié fontos szerepet
jatszik a Pc-fiiggd inaktivacio6 1étrejottében, hiszen az ESC fehérje csak foszforilalt dllapotban
képes kapcsolddni az E(z)-ESC komplexhez. Ez a foszforildcié azonban nem az ektopikus
inaktivdci6 megakaddlyozdsdhoz, hanem a normadlis ESC-funkcid elldtdsdhoz sziikséges,
hiszen a foszforilalhaté6 aminosav mutacidja esc funkcidvesztést okoz (Ng €s mtsai, 2000). A
mi eredményeink ezzel szemben arra utalnak, hogy a protein foszforildcié az aktiv domének
megjelolésében is szerepet jatszik.

Két elképzelést vettiink fontoléra. Ugy gondoltuk, hogy a feltételezett foszforilalt
fehérje jelenléte az aktiv kromatinon vagy gyengiti az E(z)-fehérje asszociacidjat, vagy rontja
kompeticios képességét az aktivalo rendszer fehérjéivel (foképpen a SET-domént tartalmazo
ASHI-gyel és TRX-szel). Az E(z)-fehérjékre jellemzd 741. arginin kicserélése a TRX fehérjékre
jellemz6 lizinre az E(z)"™-ben kivédheti a foszforildlt fehérje inaktivacié-gatlé hatdsat, ami
végsd soron a normdlisan aktiv kromatindomének inaktivicidjdhoz, trx-szerli

transzformaciokhoz vezet.
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Tovébbi kisérleteink arra irdnyultak, hogy megprobéljuk azonositani a kulcsszerepet
betoltd foszforilalt kromatinfehérjét. E10szor kozvetett genetikai megkozelitést alkalmaztunk,
és tovabbi interakcids kisérleteket végeztiink. Olyan Trm-enhanszer fenotipusi sejtmagi
kinazokat kerestiink, amelyek kromatinfehérjéket foszforildlnak. Két sejtmagi kindz gént
sikeriilt azonositanunk, amelyeknek enhanszer hatdsa volt a Trm fenotipusra, az aurora és a
JIL kinazt. Mindkét fehérjérdl kideriilt, hogy képesek a hiszton H3 farok 10. szerinjére (S10)
foszfor csoportot kapcsolni (Hsu és mtsai, 2001; Wang és mtsai, 2001). Biokémiai
bizonyitékok vannak arra, hogy a PPl foszfatdz és az AURORA kindzok asszocidlédnak a
kromatinnal (Murnion és mtsai, 2001). Az is bebizonyosodott, hogy a PPl-tipusu fehérjék
specifikus gatlasa (okadain-sav haszndlata) sejtkultirdaban megemelkedett H3 S10
foszforilaciohoz vezet (Mahadevan és mtsai, 2000), ami arra utalt, hogy a PP1 szerepet jatszik
az S10 foszfat eltdvolitaisaban. Mindemellett kimutattdk, hogy az interfazisos sejtben a
kromatin a hiperacetilalt (éltalaban transzkripciosan aktiv) régidkban foszforilalodik is
(Barratt és mtsai, 1994; Cheung és mtsai, 2000; Clayton €s mtsai, 2000). Mindezek alapjan
ugy gondoltuk, lehetséges, hogy az aktiv kromatindomének E(Z)-fliggd inaktivacidjat a H3
S10 foszforildcigja gatolja meg.

Ennek az elképzelésnek a bizonyitdsara biokémiai kisérleteket végeztiink. Kideriilt,
hogy a TRX képes kozvetleniil kapcsolddni a hiszton oktamerekhez és ez a kapcsolat az N-
terminalis farkak jelenlétét igényli (Katsani €s mtsai, 2001). Megvizsgaltuk, hogy képes-e az
E(z)-fehérje kapcsolodni a H3 N-terminalis farki régidjahoz. Természetesen arra is kivancsiak
voltunk, hogy kiilonbozik-e a kotodés erdssége a vad és a TRM mutdns fehérje esetében,
illetve specialis kovalens moddositdsokat hordozo6 terminalis H3 peptidek alkalmazdsakor. Azt
taldltuk, hogy mindkét fehérje képes kapcsolddni az N-termindlis hisztonokhoz, és mindkét

fehérje esetében a 9. pozicidéban dimetildlt peptid kotddése volt a legerdsebb. Kiilonbség
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mutatkozott azonban az S10-foszforildlt peptid kotddésében. Ez a forma sokkal gyengébben

TrRM

asszocidlodott a mutdns E(z) " -fehérjével, mint a vad véltozattal.

6.8. AZ E(z) "™ FEHERJE HISZTON-METIL-TRANSZFERAZ AKTIVITASA

Mivel genetikai interakcids kisérletekben az S-adenozil-metionin bioszintézisben
szerepet jatszo SU(z)S fehérje génjének funkcidvesztéses mutans allélja a Trm fenotipus erds
szuppreszora, alternativ magyardzatok is felmeriiltek a funkcionyeréses fenotipus
magyarazatara. Az S-adenozil-metionin ugyanis kofaktor szerepet jatszik a fehérje metilacios
folyamatokban. Tovabba egy SET-domént tartalmaz6, PEV-szuppresszor hatdsu kromatin
fehérjérol, a SU(VAR)3-9-rdl kozolték, hogy in vitro specifikus H3 K9 metilaciora képes (Rea
és mtsai, 2000). A SU(VAR)3-9 hiszton-metil-transzferdz aktivitdsdnak kozelebbi vizsgélata
bebizonyitotta, hogy a fehérje SET-doménjének két régidja felelds a specidlis aktivitds

1étrejottéért (6.3. abra).

(Hs)SUV39H1 VYTVDAAYYGNISHFVNHSCDPNLQVYNVFI. .LPRIAFFATRTIRAGE. . ELTFDYNMQVDPVDME
(Mm)Suv39h1l VYTVDAAYYGNISHFVNHSCDPNLQVYNVFI. . LPRIAFFATRTIWAGE. . ELTFDYNMQVDPVDME
(Mm)Suv39h2 EFTVDAAYYGNVSHFVNHSCDPNLQVFSVFI. . LPRIALFSTRTINAGE. . ELTFDYOMKGSGEASS

(Dm)SU(VAR)3-9 EYTIDAANYGNISHFINHSCDPNLAVFPCWI..LPHLWFFTLRPIKAGE. .ELSFDYIRADNEDVP

(Dm) E(Z) DFVVDATRKGNKIRFANHSVNPNCYAKVMMV. .DHRIGIFAKRAIQTGE . . ELFVDYRYSQA .DAL-
(Hs) E(Z)H2 DFVVDATRKGNKIRFANHSVNPNCYAKVMMV. .DHRIGIFAKRAIQTGE . . ELFFDYRYSQA .DAL-
(Hs) HRXEV EV.VDATMHGNRARFINHSCEPNCYSRVINI. .QKHIVIFAMRKIYRGE. .ELTYDYKFPIE.DASN

6.3. abra A Drosophila SU(VAR) E(z) és TRX SET-doméneknek a hiszton-metil-transzferdaz aktivitds
létrehozasaban szerepet jatszo régidinak osszehasonlitdsa

Az abran a kiilonb6z6 funkcidju fehérjékben megjelend konzervalt doméneket azonos szinnel tiintettiik fel. A
katalitikus aktivitdsban szerepet jatsz6 aminosavakat zolddel, az asszocidcidhoz sziikséges masodik szubdomént
kékkel tiintettiik fel.

Az egyik régiéo (SH-NHS) a metil-transzfert katalizalo aktiv centrum felépitésében
vesz részt, mig a masik (a GEEL-FDY) motivum nem vesz részt kozvetleniil a katalizis
folyamatdban, de a régiét érintd mutdcidk a specifikus hiszton-metil-transzferdz aktivitds

elvesztéséhez vezetnek (Rea és mitsai, 2000). Mindezek alapjan a GEEL-FDY régiot a
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szubsztratfelismerés €s a szubsztrithoz vald kotddés folyamatédért teszik feleldssé. Az E(z)
génben az els6 konzervélt régié kismértékben kiilonbozott a SU(VAR)3-9-t6l, az altalunk
vizsgalt allélban pedig a masodik konzervalt régi6 tirozinja utan kovetkezd arginin cserélddott
lizinre, ami azt a hipotézist vetette fel, hogy esetiinkben is a specifikus hiszton-metil-
transzferaz aktivitasban allt be valtozas. Habar Rea és munkatarsai (2000) kozolték, hogy
kisérleteik szerint a teljes hosszisagi E(Z)-fehérje nem rendelkezik hiszton-metil-transzferaz
aktivitdssal, mi kiprobaltuk, hogy rendelkezik-e egy preSET-SET domént tartalmaz6 C-
terminalis E(z) fehérje-darab ilyen aktivitassal. Sikeriilt kimutatnunk, hogy mind a vad, mind
a TRM mutdns C-terminélis fragment aktiv hiszton-metil-transzferaz. Bebizonyitottuk, hogy az
aktivitds specifikus a hiszton H3 9. lizin (K9) aminosavara, és az emlitett pozicid
trimetilacidjat is képes katalizdlni. A metil-transzferdz kisérletek bizonyos mértékig
magyarazzak a dimetilalt K9 hiszton farokhoz val6 kiemelkedden erds kotodést, hiszen ez a
forma az E(z)-fehérje szubsztratjanak tekinthetd. Azt is sikeriilt kimutatnunk, hogy az S10
foszforildlt peptid nemcsak gyengén kotddik az Altalunk vizsgilt E(z)-fehérjékhez, de
csaknem tizszer kevésbé metildlhat6 in vitro rendszerben. A hiszton oktamer szubsztraton a
vizsgalt enzimek hasonld aktivitdst mutattak, mig a peptid szubsztratok alkalmazéasakor az
E(z)™ fehérje gyengébb aktivitdssal rendelkezett. Megallapithaté volt azonban, hogy a
mutins fehérje aktivitdsa a dimetildlt K9 trimetilalttqd alakitasdban viszonylag jobb. Tehat
sikeriilt ugyan bebizonyitanunk, hogy a mutdns fehérje rendelkezik a vadhoz hasonlé mértéku
hiszton-metil-transzferaz aktivitassal, és kisebb eltéréseket is talaltunk a kiilonb6zo
peptidszubsztratok vizsgalatakor, nem sikeriilt kozvetlen funkcidonyerést kimutatnunk a S10-P
peptid alkalmazésaval, azaz beldtnuk, hogy a mutdns E(z)™ aktivabb metil-transzferdz a

foszforilalt szubsztraton.
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6.9. Az E(Z) FEHERJE SZEREPE ES MUKODESE A KROMATINDOMENEK
FELISMERESEBEN ES INAKTIVACIOJABAN

Kisérleteink alapjan a kovetkezd kép rajzolddik ki az E(z) fehérje miikodésérol. Az
E(z) fehérjét tartalmazé komplexben a fehérje homomultimer formédban van jelen, és képes
felismerni az aktiv kromatindoménekben 1évd hisztonok acetilacidjat, ami a tovdbbiakban az
inaktivalo mukodést gatolja. Szintén gatlo hatdssal van az inaktivalé miikodésre a H3 hiszton
foszforilacidja, amelynek érzékelésében fontos szerepet tolt be a SET-domén C-terminélis
szakaszdn elhelyezkedd 741. arginin aminosav. Az E(z) fehérje képes kotddni a
nukeoszomalis hisztonok N-termindlis farki régidjdhoz és a 9. lizin aminosavat trimetilalni.
Az altalunk vizsgdlt in vitro rendszerben nem zarhato ki, hogy az aktivitas feltétele egy 55
KDa méretli fehérje asszociacidja. A tisztitott E(z) komplexek (Miiller és mtsai, 2002;
Czermin és mtsai, 2002; Kuzmichev és mtsai, 2002) és az altalunk hasznélt csonkolt fehérjék
metiltranszferdz aktivitdsa egyarant alacsony, minddssze néhany peptid szubsztrat metilalodik
oranként. Mivel a 9. lizinen metildlédott H3 farokhoz erdsebben képes kotodni az E(Z)
fehérje, véleményiink szerint a hiszton kdd kialakitdsa és leolvasdsa tekintetében az E(z)
szerepe kettds. Egyrészt kis sebességgel, de képes a H3 9. lizinjét trimetildlni, ezdltal egy
irreverzibilis, vagy legaldbbis a jelenleg ismert kovalens mddositasok koziil a leghosszabb
féléletideji molekuldris jelet 1étrehozni, masrészt képes erdsen kotddni a mar létrehozott
metildlt lizinhez, ezaltal leolvasni a kddot €s inaktivicidt indukalni. Mind a specidlis hiszton
metildcié, mind a kotodés valdszintleg eldfeltétele a fehérje helyes inaktivicids
mikodésének. Az E(z) fehérje altal 1étrehozott metildcid és a komplex kotddése a metilélt
régiokhoz megteremti az E(z)-komplexhez asszocidlt hiszton-deacetildz aktivitds
bekapcsolddasdnak eldfeltételeit. Az elsddlegesen kialakult E(Zz)-fiiggd inaktivicié pedig
bizonyos 1d0 elteltével kapcsolddhat és stabilizalodhat a PRC1-komplexszel, vagy atadhatja

annak a helyét.
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Az E(z)-fligg6 inaktivacio specidlis kromatin szakaszokon torténik. Sziikséges hozza a
PRE régio jelenléte és valdszintileg specidlis DNS-kotd fehérjék, elsdsorban a PHO mukoddése.
Az E(z) fehérjét valdsziniileg az N-termindlison asszocidlddé ESC és PCL fehérjék iranyitjak a
PRE-hoz.

Az E(z)™-fiiggé inaktivécié csak a PRE és TRE szakaszok egyiittes jelenlétében jon
létre, ami arra utal, hogy a TRE régiokon kozvetlen kompeticié zajlik a SET-domént
tartalmaz6 aktivalo €s inaktivald kromatinfehérjék kozott. A kompeticié egyrészt a kozos
szubsztraton az N-termindlis hiszton farkon érvényesiilhet, amelyet az aktivald szerepli (ASHI)
és az inaktivalo hatasu [E(z)] fehérjék kiilonbozd mintazatban metildlnak, és ezdltal eltérd
értelmii epigenetikus jelet eredményeznek. Masrészt maguknak a SET-domén tartalmu
fehérjéknek a mar atalakitott szubsztrathoz valé koétddése kompeticids hatdssal birhat. Az
ASHI és a TRX fehérje in vivo asszociadcidja a SET-doménen keresztiil és az dltalunk kimutatott
E(z)-TRX és E(zZ)-ASH1 SET-domén interakcidk felvetik a kozvetlen SET-domén kompeticio

lehetdségét is.
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7. FUGGELEK

7.1. A DROSOPHILA MELANOGASTER MORFOLOGIAJA

A Drosophila melanogaster az Izeltlabiak (Artropoda) torzsébe, a Rovarok (Insecta)
osztilydba, a Szinrovarok (Holomerentoma) alosztilyaba, a Felsérendl rovarok (Pterygota)
csapatdba, a Kétszarnyuak (Diptera) rendjébe tartozik. Ennek megfeleloen kitinnel boritott
teste izekbdl épiil fel, és harom {0 testtdjra: fejre (caput), torra (thorax) és potrohra (abdomen)
tagolodik, 1€gcsovekkel (trachedk) 1€legzik. A rovarokra dltalaban jellemzo hat fejszelvénybdl
az els6 harom (procephalon) még az embrionélis fejlédés sordn sem kiiloniil el, és a méasodik
harom (gnathocephalon) is csak az embriondlis fejlodés korai szakaszaban valik el, a kifejlett
allatban a fejszelvények Osszeolvadnak, a fejvdz megalkotdsédn tdl egy par csapot, két
hatalmas Osszetett szemet és hdrom pontszemet, valamint nyald szdjszervet alakitanak ki. A
torszelvények a fejlodés minden szakaszdban Ol elkiilonithetOk és megkiilonboztethetdek. Az
eldtor (prothorax), a kozéptor (mesothorax) és az utdtor (metathorax) egyarant egy par labat
visel, melyek morfolégidja mindhdrom szelvényben kiilonbozik, és a rend tobb mint szdzezer
mas fajahoz hasonldan, csak a kozéptori szelvényen vannak szdrnyak. Az utétori szelvény
szarny-modosulatként egy par kis méretli egyensulyoz6 struktdrat, ugynevezett billért, vagy
rezgettylt (haltera) hordoz (7.1. dbra). Az abdomenrdl megallapithatd, hogy csak az elso
nyolc szelvény vesz részt kialakitdsdban, a tovdbbi szelvények parzo-, illetve ivarszervekké
alakultak. Az abdomindlis szelvények jol elkiilonithetdk, azok mindegyike kismértékben
eltéré morfologiaji (7.2. dbra). Egy nagyobb szklerotizalédott hati tergitlemezbdl, a hasi
oldalt borité puhédbb kutikularészbdl (pleura), a trachedk kivezetd nyildsabodl, valamint a hasi
oldal kozepén taldlhatd megszilardult kutikuladarabbdl, az ugynevezett sternitlemezbdl all az

abdomindlis szelvény kiiltakardja muslicdban.
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FEJ TOR SZARNY

PROTHORAX MESOTHORAX METATHORAX

7.1. abra A Drosophila melanogaster testfelépitése
A nyilak a megfeleld testtdjra mutatnak.

Az abdomindlis szelvények szinének, formdjanak és az Oket boritd micro- és
macrochaete elhelyezkedésének kiilonbsége tesz minden szelvényt egyedivé. Az abdomen
ivari-dimorfizmust mutat, a ndstényeknél hét, a himeknél hat lithaté tergitlemezbdl all.
Kiilonosen feltlind, hogy a himek 6tddik €s hatodik abdomindlis szelvénye (A5, A6) teljesen
sotét, és a hatodik sternitlemez az 6t megel6zdekkel ellentétben nem visel széroket. A hetedik
abdomindlis szelvény Drosophila himekben nem fejleszt tergit-, illetve sternitlemezt, helyét

csak egy hetedik par tracheanyilas jelzi.

- 44— Al tergit
— A2 tergit

A2 sternit —— ‘\‘ #

Al

#— A3 tergit
A3 sternit ——

: 2 e i . :
Ad sternit —— I\SL\ . “4— Ad tergit

—— AS tergit

4 A6 tergit

7.2. abra A Drosophila melanogaster hasi szelvényeit bemutaté kutikula preparatum
A nyilak a jelzett szelvények hatlemezére (tergit), illetve haslemezére (sternit) mutatnak.
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7.2. A DROSOPHILA MELANOGASTER EGYEDFEJLODESE ES ELETCIKLUSA.

A Drosophila melanogaster teljes 4talakulassal fejlodik (7.3. dbra). A muslica
petékbdl kikeld larvakbol, bebabozddasuk utdn egy teljesen mds testszervezddésli és formdju
imago kel ki. A lerakott peték 25°C-on 22 6ra alatt kelnek ki. A kikeld apro, elsé stddiumos
larvdk folyamatosan tdpldlkoznak, és udjabb egy nap elteltével megvedlenek, masodik
stddiumu larvava alakulnak at. Tovabbi egy nap tdpldlkozas utan a larvdk, egy djabb vedlést
kovetden harmadik stddiumd larvavd alakulnak. A negyedik napon a Kkifejlett, kozel
otmilliméteres harmadik stddiumi larvdk vandorolni kezdenek, majd bebdbozédnak. A larva
bére kemény babborré valtozik, a mozdulatlan larva djra megvedlik, majd hormondlis
stimulusok hatdsara larvélis szoveteinek nagy része feloldédik. A bdb belsejében tovabbi 6t

teljes napot vesz igénybe az imdgé kifejlédése.

7.3. abra A Drosophila melanogaster egyedfejlédése

Az egyes stddiumokrdl késziilt rajzok nem méretardnyosak. Az egyes stddiumok hossziisdgat az embrionalis
fejlodés alatt 6rdkban, mig a larvélis fejlédésre vonatkozé idétartamokat napokban tiinteti fel a rajz. Az adatok
25°C-ra vonatkoznak (S. Barges nyomdn).
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Ekozben a larva teste bonyolult dtrendezOdésen megy keresztiil, a politén larvélis
szovetek helyét az imagindlis szervkezdeményekbdl kialakul6 diploid szovetek foglaljdk el. A
kifejlett imagé kutikuldja részben a larvdban taldlhatd imagdkorongokbdl (imagindlis
diszkuszokbdl), részben a potrohi szovetképzd Ossejtekbdl (abdomindlis hisztoblasztokbdl)
alakul ki. A kifejlett legyek (pharat adult) a babbdrt homlokhdlyagjuk (ptilinum) segitségével
repesztik fel (a Drosophila melanogaster a Kerek babréstiek, Cyclorrapha osztagédba tartozik).
A kikel6 éllatok néhédny o6ra elteltével megszaradnak, szarnylemezeik szétteriilnek, kutikuldjuk
megkeményedik, és atldtszatlanna vélik, emésztotraktusukbél a névadd fekete szinll
meconium eltinik, és fertilissé valnak. A nostények mar kikelésiik napjan képesek petéket

rakni, a teljes generacids ido tehat minddssze tiz nap.

7.3. A DROSOPHILA MELANOGASTER KORAI EGYEDFEJLODESE ES AZ AZT
SZABALYOZO FAKTOROK

A Drosophila melanogaster embriondlis fejlodésének kezdetén csak a sejtmagok
osztddnak, az eukariota szervezetek kozt egyediildlloan nagy sebességgel, minddssze tizperces
ciklusiddvel. A nyolcadik osztédasi ciklust kovetden a keletkezett sejtmagok a periféria felé
kezdenek vandorolni. El6szor az embridé hétulsé részén elhelyezkedd, mikroszképosan jol
elkiiloniilo, erds fénytorést mutaté dllomdnyon, az vgynevezett polaris plazman &4thalad6
sejtmagok, az Osivarsejtek prekurzorai érik el a fejlodé embrié felszinét a nyolcadik-
kilencedik osztddasi ciklusra, majd ezek a sejtmagok is flizOdnek le eloszor 6nall6 sejtekké
(7.5. abra 4). A 12. ciklus idejére a sejtek tobbsége is eléri a felszint, és a 13. ciklusban
elkezdodik koriilottiik a késObbi elvalaszté szeptumok kialakuldsa, ezzel véget ér az
egyedfejlddés elsO szakasza: a syncytialis blastoderma féazis. A magokat koriilvevo sejthartyak
kialakulasa a celluléris blasztoderma (sejtes holyagcesira) dllapot és a bardzdalodds kezdetét

jelzi (7.5. abra 5).
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7.5. abra Az embriondlis fejlodés
stadiumai

A Drosophila melanogaster
egyedfejlodését bizonyos konnyen
észrevehetd  morfoldgiai  jelek
alapjan stddiumokra osztottdk. A
képen az egyes stddiumokra
jellemz6 rajzok mellett a 22°C-on a
stddium eléréséhez sziikséges iddt
tiintettiik fel (S. Barges nyomédn).

30"

Ekkorra kapcsol be a
zigotikus transzkripcidé is a
szomatikus sejtekben, mig az
Osivarsejtek osztdédasukat és
transzkripcidjukat ekkor
fiiggesztik fel. A korai gyors

magosztodasok sordn ugyanis

51— 2 () —
2ha0' 2h45' 3h ah15'

a magok transzkripciondlisan

10h

inkompetensek, osztédasuk a N el

dajkasejtek altal a petesejtbe &

pumpélt fehérjék és mas
faktorok segitségével valdsul
meg. A dajkasejtek és

follikuldris sejtek azonban

nem egyszerlien csak a
kezdeti magosztéddsok feltételeit teremtik meg, nemcsak tdpanyaggal és energidval toltik fel,
tdmasztjadk és védik a petesejtet, de mukodésiik eredményeképp a petesejtbe jutnak és
specidlisan lokalizalddnak olyan RNS molekuldk is, amelyekbdl a petesejtben eliils6-hatulso,

illetve hasi-hati koncentraciogradienst alkoté fehérjék képzddnek.
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7.6. abra A BICOID fehérje (piros) és a maternilis HUNCHBACK fehérje (zold) elolrél hatulra csokkend
koncentraciégradiense

Az anyai eredetll fehérjék transzkripcids, illetve transzlacids reguldtorok, melyek a
testtengelyek mentén morfogénekként befolyasoljdk az embri6 fejlodését. Koncentraciofiiggd
modon képesek bizonyos zigotikus, testfelépitést szabalyoz6é mestergének aktivacidjara illetve
gatlasdra, ezéltal az embri6 alapvetd polaritdsi viszonyainak meghatdrozdsira, mar a
syncytialis blastoderma-ban, még a zigotikus génmiikdodés beindulésa eldtt. A Drosophildaban
négy fo, elsddlegesen anyai eredetli rendszert ismeriink, amely meghatdrozza a fejlédé embri6
testszervezddését:

A BicoID és HUNCBACK gradiens egyiitt inditja el az egyéb gap gének kifejez6désének
bedllitasat. gy az embri6 kozéps6 részén kialakulé Kriippel expressziét a BICOID fehérje és a
HUNCBACK fehérje alacsony koncentricidja aktivalja, mig a magas HUNCBACK koncentracio
gatolja. A kni és gi expresszio szintén gitlodik magas HUNCBACK fehérje koncentracional, de
a két promoter érzékenysége kiilonbozd, valamint a gi magas BICOID koncentracidval is
aktivdlhatd. A knirps domén hétulsé hatérat a tailles géatld hatdsa alakitja ki. A rendkiviil rovid
(néhany perces) féléletidejli gap-gén fehérjék élesen elvald végsd expresszids mintdzata, mely
a korai embriét testtdjakra bontja (7.7. &bra), ezek szerint bonyolult transzkripcios

keresztszabdlyozas eredményeképp alakul ki.
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A szegment polaritdsi gének a fejlodé embridban a pair-rule gének szabdlyozasa alatt
allnak és 14 hosszanti csikban fejezddnek ki. Mig a syncytialis kornyezetben akadalytalanul
diffundélé és gradienseket alkotd gap-, és pair-rule gének nagyrészt transzkripcids faktorok,
addig a cellularizdlédott embridban mikodo szegment polaritdsi géneknek csak a kifejezodési
mintdzatuk szimmetridja k6zos, funkcidjukat tekintve sokfélék.

A pair-rule gének mindig hét, de egymashoz képest elcsusztatott hosszanti csikban
jelennek meg a fejlodé embrioban a cellularizacid megtorténte eldtt (7.8. abra). Bizonyos
pair-rule gének a paratlan (pl.: even-skipped), mig masok a paros szdmu paraszegmentekben
expresszalédnak (pl.: fushi tarazu). Egymdéssal nem atfedd expesszidjuk atlépheti a késobbi
szegmenthatdrokat. Mutédcidjuk esetében korai kifejez0dési mintdzatuknak megfeleloen
minden masodik szelvényben okoznak mutdns fenotipust. A hét élesen elvald csikbdl allé
karakterisztikus expresszidés mintdzatuk fokozatosan alakul ki. Az even-skipped gén példaul
kezdetben alacsony szinten minden magban kifejezodik, majd el6szor egy elmosddo, a
késobbi pdratlan szegmentek eliilsd részén megjelend hétsdvos mintazat alakul ki, majd a
tobbi pair-rule gén csik megjelenésével parhuzamosan az expresszid megerdsodik, és élesen
kortilhatarolodik. A hétsavos mintazat 1étrejottét a pair-rule gének esetében igen bonyolult 5'
szabalyoz6 régidk biztositjdk, melyek lehetdové teszik az egyes expresszids savok fiiggetlen, és
kiilonbdz6 mdédon realizal6doé kontrolljat. Az elsddleges pair-rule-gének egy adott expresszids
csikot szabdlyoz6 enhanszer elemei a szabdlyoz6 materndlis €s gap-gén faktorok kiilonbozo
affinitdsi kotohelyeit tartalmazzdk. Ezek aktivitorként, illetve represszorként hatnak, és az
embri6 egy adott régidjaban 1évo egyiittes koncentracidjuk forditddik le az adott pair-rule gén
adott ponton kialakul6 expresszidjdra.

A maésodlagos pair-rule gének expresszidjat az elsddleges pair-rule gének is
szabdlyozzdk. A pair-rule gének definidljak mind a 14 PS anterior hatérat, de akarcsak a gap-

gének esetében expresszidjuk csak nagyon rovid ideig mutathaté ki. A kdzben cellularizal6dé
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embridban a paraszegment hatdrok meghatirozdsa és rogzitése mar a szegment polaritdsi
gének feladata.

Az egyik legfontosabb szegment polaritdsi gén az engrailed. A pératlan
paraszegmentekben az even-skipped, a péarosakban a fushi tarazu gén aktivdlja, és a
paraszegmentek anterior hatdrdn fejezddik ki, 14 koriilbeliil hdrom sejtsor széles sdvban.
Sejtvonal leszdrmazdsi vizsgalatok bebizonyitottak, hogy az engrailed gén szelektor génnek
tekinthetd abban az értelemben, hogy a fejlodés sordn megdrzott expresszidja képes a
paraszegmenteket olyan modon véglegesen definidlni, hogy az expresszigja 4ltal
meghatarozott kompartmentben (PS-ben) 1évo sejtek és utdédaik mindvégig azonos genetikai
kontroll alatt maradnak, sorsuk determindlddik és a tovéabbi fejlodés folyaméan sohasem lépnek
at mdis kompartmentbe. Az el6zdéekben kifejtett paraszegment-szegment tranzicid
kovetkezményeképp azonban a tovabbiakban az engrailed a szelvények poszterior
kompartmentjének meghatarozasaért lesz felelds. Az engrailed expresszid fenntartdsat
tobblépcsds folyamat biztositja. Az engrailed expresszald sejtekben termelddik egy szekretalt
protein, a HEDGEHOG is, amely a patched gén 4ltal kdédolt receptoron keresztiil aktivalja a
paraszegment hatdr mésik oldaldn a szintén szekrécidra keriilé glikoprotein, a WINGLESS
expresszidjat, amely viszont pozitivan hat vissza az engrailed €és hedgehog expressziora, és
azt a kifejezodés eredeti helyén fenntartja. Az engrailed gén ektopikus kifejezodését az
eredetileg engrailed-et nem expresszald sejtek leszdrmazottaiban pedig a POLYCOMB-csoport
fehérjéi gatoljak meg (Moazed és O'Farrel, 1992).

A mar cellularizdlédott embridban tehdt a szegment-polaritdsi gének periodikusan
1smétlodé mintdzata kijeloli a szegmentnyi egységeket, de a kiillonboz6d szegmentek egyedi
fejlodési programjét, az egyes szelvények elkiiloniilt morfolégidjanak kialakuldsat, az adott
szelvények eltéro fizikai képleteinek megfeleld kifejlodését mar a homeotikus szelektor gének

vezérlik (Garcia-Bellido, 1977). A homeotikus gének mitkodésének megzavardsa homeotikus
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transzformécidhoz vezet, olyan véltozdsokhoz, amelyeknek sordn egy adott testtdj, testrész,

vagy testszelvény egy masik testszelvényre jellemzo6 tulajdonsdgokra tesz szert (7.7. dbra).

7.7. abra Jellegzetes homeotikus transzformaciék Drosophilaban
a.) Antennapedia fenotipus, azaz a csdpok (antenndk) helyett ldbak nonek az 4llat fején. b.) a harmadik
torszelvényen 1év0 billérek szarnnya transzformalédasa (E. Lewis és W. Bender nyomadn).

A homeotikus gének két génkomplexet alkotnak a muslicdban. A génkomplexek
altaldban olyan rendkiviil szorosan kapcsolt génekbdl dllnak, amelyekrél hasonlé funkciét
feltételeznek. Az egyik homeotikus-komplex, az Antennapedia-komplex (ANT-C) a harmadik
kromoszéma 84B régidjaban taldlhatd, és mikodésének eredményeképpen alakulnak ki az
eliilsé testtdjak (PS1-4) (Kaufman és mtsai, 1980, 1990). A kozéptortdl hatrébb elhelyezkedd
szelvények (PS5-14) megfeleld kialakitasaért a 89E2-5 régidban taldlhatd bithorax-komplex
(BX-C) felelés (Lewis, 1978; Duncan, 1987). Az analia kialakuldsit a maternalisan is
sziikséges, komplexen kiviili homeotikus gén, a caudal (cad) biztositja (Mlodzik és mitsai,
1990).

7.4. A HOMEOTIKUS GENKOMPLEXEK FELEPITESE ES MUKODESI MODJA

Az Antennapedia-komplex (ANT-C) 6t homeotikus szelektorgént kédol, amelyek (a
kromoszéman proximo-disztalis irdnyban nézve) a kovetkezok: labial (lab), Deformed (Dfd),
proboscipedia (pb), Sex combs reduced (Scr) és az Antennapedia (Antp) (Kaufman és mtsai,
1990). A bithorax-komplex (BX-C) hdrom homeotikus gént kddol, melyek, szintén proximo-
disztalis sorrendben a kovetkezok: Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) és Abdominal-
B (Abd-B). A homeotikus géneket a Drosophila melanogaster-ben ismerték meg eldszor
(McGinnis és mtsai, 1984a), és késobb a homeotikus gének homoldgjait minden vizsgalt
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tobbsejtii allatban megtalaltak, so6t a megismert komplexekben a homoldgok sorrendje (7.8.
abra) is megegyezik az ecetmuslicdban meghatarozottal (Boncinelli és mtsai, 1991). A
komplexeken kiviili homeodomén (HD) tartalmu fehérjék is 4ltaldban az €l6lények
testfejlodésének bizonyos aspektusait szabalyozzak (Manak és Scott, 1994).

A homeotikus gének valamennyien egy konzervélt 60 aminosav hosszu DNS-ko6td
motivumot, a homeoboxot tartalmazé transzkripcids regulator fehérjéket kodolnak (McGinnis
és mitsai, 1984/b). Kifejez0dési mintazatuk €s koncentraciojuk determinalja az egyes
szelvények morfoldgidjat, de nem kozvetleniil, hanem mestergénekként, szamtalan més gén
szintjét szabdlyozva hozzdk létre az egyes szelvények egyedi jellegzetességeit. Az a
megfigyelés, hogy a komplexen belill az egyes homeotikus gének sorrendje a kromoszémén
megegyezik a kifejezddésiik térbeli sorrendjével a térbeli kolinearitds szabdlya. A legtobb
élélényben érvényes az idobeli kolinearitds szabdlya is, azaz a proximdlisan kodolt és
kifejez6d6 gének idOben is hamarabb, azaz a fejlodésnek egy kordbbi szakaszdban kezdenek
el kifejezddni. Az ecetmuslica kivétel ez aldl a szabdly aldl, mert rendkiviil gyors fejlodésének
koszonhetden a homeotikus gének, az egyedfejlodés korai szakaszdban, csaknem egy idoben
kezdenek el kifejezddni.

A homeotikus génkomplexek erosen konzervédltak. A 180 bazispar hosszusagu
homeodomént minden vizsgalt tobbsejtii dllat genomjaban megtaldltdk (McGinnis és
Krumlauf, 1992; Kenyon 1994). A kiilonboz6 fajok kozti hasonlosiag a génkomplexek
alapvetd felépitésében és szabdlyozasdban arra utal, hogy ezek a komplexek valamennyien
egy Osi gén tobbszords duplikdcidjaval, majd a keletkezett kopidk lassu divergdlédasaval,
illetve esetleges elvesztésével alakultak ki. Ezt kovethette egész komplexek duplikicidja, vagy
feldaraboléddsa. Igy johetett 1étre a Caenorhabditis négy génbél dllé6 komplexe, a Drosophila
melanogaster két részre szakadt, 0sszesen nyolc génbdl all6 komplexe, illetve az ember

osszesen 39 gént tartalmazé négy homeotikus génkomplexe (Carroll, 1995). Am tovébbra is
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igaz marad az a szabdly, hogy a homeotikus gének elhelyezkedésének sorrendje a
kromoszéman mindig megegyezik az dltaluk szabalyozott szelvények sorrendjével (7.8. dbra)
az eliils6-hatulso testtengely, vagy a végtagok proximo-disztalis tengelye mentén (Graham és

mtsai, 1989).

Antesiot Posterior
Drosophila Ubx abd-A Abd-B
e
Hox cluster /—.—@I 0
Ancestral HOM fx‘? Hox3 Hoxd Hox6 (central) Hox7 (posterior)
Hox cluster ST { |
™ HOXA
- | Hoxs
@
£
e |
T | Hoxc
L. HOXD
Anterior Posterior

7.8. Abra A homeotikus génkomplexek konzervalt szerkezete
A képen kozépen a feltételezett 6si génkomplexet tiintették fel (Ancestral), mig feliill a Drosophila két
génkomplexe, alul a négy emberi komplex van feltiintetve (Wolpert: Principles of development nyoman).

- 166 -



FUGGELEK

A rendkiviil konzervalt homeodomént (HD) tartalmaz6 proteinek reguldtor kapacitdsa
erosen eltéro lehet. A kiillonbozo kotési specificitist részben a homeodomén helix-turn-helix
DNS-ko6t6 hélixén beliil az 50. glutaminsav megléte vagy hidnya (Biggin és McGinnis, 1997),
illetve a HD turn régidinak variabilitdsa okozza (Gehring és mtsai, 1994). Szerepet jatszhat
még a HD kozvetlen szomszédsagédban elhelyezkedd aminosavak kémiai tulajdonségai, illetve
kiilonboz6 heterodimerek kialakuldsa (Wolberger, 1996). A homeotikus gének altal regulalt
célgénekrdl és a realizator génekrol (melyek valdjaban 1étrehozzdk az egyedi
szelvénymorfologiat) még viszonylag keveset tudunk (Pradel é€s White 1998). Az egyik
legjobban jellemzett homeotikus célgén, a transzkripcids reguldciéra képes TGF-B homoldg
decaplentaplegic (dpp), mely kulcsszerepet tolt be, példaul a kozépbél morfogenezisében. Az
Ubx kozvetleniil képes aktivalni a dpp-t a PS5-PS7 régioban, mig a PS8-12-ben az abd-A
expresszid a dpp kifejezodését megakadalyozza (Hursh és mtsai, 1993; Capovilla és mtsai,
1994; Manak és mtsai, 1994).

A homeotikus gének egyéb célgénjeiken kiviil egymast €s onmagukat is szabalyozzik
(Hafen és mtsai, 1998; Struhl és White 1985). A Dfd pozitiv autoregulacdja hozzdjarul
kifejez0désének fenntartdsdhoz (Kuziora és McGinnis, 1988). Altaldban a hatrébb
expresszalodé homeotikus gének gétoljdk az elorébb kifejez6dd homeotikus gének
transzkripcidjat. Az ANTP példaul represszdlja az Scr-t, az UBX az Antp-t, mig az ABD-B nagy
koncentracioban gatolja az Ubx és az abd-A transzkripcigjat (White és Wilcox, 1985; Struhl
és White, 1985; Karch és mtsai, 1990). Erdekesség azonban, hogy mig ha egy homeotikus gén
a r4d jellemzé expresszids territéoriumnal elorébb  kifejez6dik, az homeotikus
transzforméciokhoz vezet, addig a normaél expresszids teriiletnél hatrdbbi kifejezodés dltaldban
nem jar fenotipikus kovetkezményekkel. (Gonzales-Reyes és Morata, 1990; Mann és
Hogness, 1990). Ezek szerint a hatrébb megjelend homeotikus géntermékeknek van fontosabb

szerepe a szelvényidentitds kialakitdsdban, ez az 4dltaldnos tendencia poszterior prevalencia
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szabdlya (review: Duboule és Morata, 1994). Muslicdban azonban akadnak kivételek a
poszterior dominancia jelensége alol. A Dfd, illetve az Scr ektopikus expresszidja a hatulso
torszelvényekben homeotikus transzformdciokkal jar, bar a sokkal hatrdbbi abdominélis

szelvényeket mér valoban nem képes transzformalni (Kuziora és McGinnis 1988).

Az ENHANCER OF ZESTE fehérje aminosav szekvencidja
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7.9. abra Az ENHANCER OF ZESTE fehérje aminosav sorrendje

A C-termindlis SET-domént és az azt megeldl6z6 cisztein-gazdag pre-SET-domént aldhuzés jelzi. A szovegben

720

emlitésre keriild pontmutdcidkat és a bekovetkezett aminosav cserét a szekvencia alatt jeleztiik.
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SUMMARY

In multicellular organisms, the division of a single totipotent cell, the fertilized zygote,
ultimately results in a myriad of cells with different structures and functions. The basis of this
diversity is differential gene expression, and different cell types are characterized by distinct
gene expression patterns. Once established, the cell type-specific gene expression patterns
have to be maintained throughout life. Wide range of morphogenic factors and signaling
mechanisms are known which are responsible for establishing specific gene expression
patterns and recent findings indicate the existence of a complex epigenetic maintenance
system conserved in eukaryots which is responsible for the maintenance of this pattern
through numerous mitotic cycles. These epigenetic mechanisms are thought to establish
transcriptionally active or silent state of genes by dynamic changes in chromatin structure.

The factors mediating epigenetic activation or repression of gene expression were first
identified in Drosophila as regulators of homeotic gene complexes, and have been divided in
two antagonistic groups, the Polycomb- and the trithorax-group. POLYCOMB-group proteins
are thought to establish and maintain inactive transcriptional states. In contrast, TRITHORAX-
group (TRX-G) establishes and maintains active transcriptional states. Although Pc-G and TRX-
G homologues are phylogenetically highly conserved, and a substantial number of papers
describe their mode of action, it remains unknown how any of these proteins recognizes and
distinguishes chromatin domains containing genes to be activated or repressed. Homeotic
genes furnish an excellent model system to tackle this problem.

The segment-specific expression of Drosophila homeotic genes is governed by
complex DNA-regions, called cis-regulators. Cis-regulators are activated in a sequential order
along the anterior-posterior axis in the early embryo by the transiently expressed segmentation

genes. Each cis-regulator is activated early in development in one specific parasegment and
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control the level of expression of the appropriate homeotic gene. After the cessation of
segmentation gene expression, the activity pattern of cis-regulators is epigenetically
maintained through the remainder of development. The appropriate level of homeotic genes
control morphogenetic differentiation of body segments, and their misexpression produces
homeotic transformations.

We have identified a dominant mutation with a strong trx-like phenotype, which we
termed Trithorax-mimic (Trm). The mutation was localized to the third chromosome and was
not allelic to any of the known trx-G mutations, but strongly enhanced their phenotype.
Recombination experiments located it to the 34,25 region not harboring any known #rx-G
allele, but overlapping the location of a Pc-G gene Enhancer of zeste [E(z)]. However the
homeotic phenotype of our allele was the opposite to the phenotype of the characterized loss
of function E(z) alleles.

The X-ray reversion of the 7rm mutation proved that its trx-like phenotype could be
reverted by inducing a new loss of function E(z) mutation on the 7rm chromosome, indicating
that Trm is really an E(z) allele and should be termed E(z)"" ™™™ [(E(z)"™)]. The E(z) is
an important factor responsible for the repression of homeotic selector genes during
Drosophila embryogenesis, and if its activity is lost these genes are ectopically activated after
the disappearance of transient morphogenic factors. In contrast, the presence of the isolated
E(z)"™ allele results in the ectopic repression of normally active cis-regulators.

The mutant allele is fully capable of performing the normal inactivation function of
E(z), hence there is no sign of weakening of the repressor function even in E(z)"™ hemizygous

Trm

or homozygous conditions. The existence of intact repressor function in E(z) " is further
supported by the result that the allele is capable of inducing the repression of the white gene in

zeste' (') background in hemizygous condition, in contrast to another gain of function allele,

E(z)".
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In spite of its gain of function nature the isolated allele is not conventionally
neomorphic, hence the homeotic transformations caused by the 7rm mutants depend on the
dosage of wild type E(z). Introducing chromosomal duplications of the E(z) region or
transgenic E(z) rescue constructs strongly alleviates the mutant phenotype. This finding
indicates that the mutant protein competes with the wild type E(z) and suggest that it targets
much the same genes as the wild type E(z). Supporting this hypothesis we also found that
immunohistochemical detection of the E(zZ) protein on the salivary gland giant chromosomes
does not reveal any major difference of the binding pattern of the wild and mutant version of
E(z). Based on these findings we propose that the E(z)™ fully retains the epigenetic repressor
activity but lacks target recognition specificity. This is the reason why E(z)™™" also represses
active domains. Based on our results we propose that the wild type E(Z) protein is involved in
the early decision of which domains should be inactivated.

E(z) protein contains a number of characterized protein-interacting domains in its
NH,-terminal half. At least two PC-G proteins (EXTRA SEX COMBS, ESC, and POLYCOMB LIKE,
PcL) are known to interact with this part of E(Z). Additionally, E(Z) contains a SET domain at
its COOH-terminal end. SET domain was identified as a conserved motif found in three
chromatin-associated proteins of Drosophila, SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9, ENHANCER OF
ZESTE and TRITHORAX. Nowadays the number of the known SET domain proteins is over 600.
The name-giving three chromatin associated proteins [SU(VAR)3-9, E(z), TRX] perform
different regulatory functions. The SU(VAR)3-9 is important for the silencing of
heterochomatin, E(Z) is involved in epigenetic silencing of homeotic genes, while TRX is an
epigenetic activator. The mammalian homologue of SU(VAR)3-9 was shown to specifically
methylate histone H3 on lysine 9, whereas TRITHORAX, although has no proven enzymatic

activity, is able to interact specifically with histone tails.
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Trm

Sequencing the E(z)" ™ allele revealed a single amino acid exchange point mutation in
the SET domain that converts arginine (R) at position 741 into lysine (K) (R741K). It is
noteworthy that all E(z) homologues contain R at position 741, while TRX homologues
contain K.

Crossing the E(z)"™ with different other E(z) alleles leads to surprising results. First,
four of the homozygous lethal antimorphic alleles are not only viable with the Trm mutant but
suppress its trx-like phenotype. The suppression is moderate in case of the transposon induced
E(z )60 mutation which codes for a truncated E(z) protein lacking the C-terminal SAC- (cystein
rich, pre-SET) and SET-domains. Stronger suppression is detected using the three E(z)*"
alleles which carry point mutations in the SAC-SET-region. The suppressor effect is
proportional to the distance of the mutated positions of the antimorphic alleles from the 741
arginin. The suppressor effect of the E(z)*”" and E(z)* alleles, in which the mutated

Trm

positions are only 60 and 106 amino acid away from the E(z)"" transition, are so strong that

most of the E(z)"™ E(z)*™ and E(z)*" trans-heterozygotes look wild type. This effect does

not depend on the Pc-enhancer phenotype of the examined son alleles. The strongest Pc-

son2

enhancer E(z)"° allele in fact the weakest suppressor. These results indicate a specific

interaction between the mutated SET-domain regions and suggest that E(Z) proteins inactivate
as homodimers or homomultimers, in which the SET-regions are closely contacted.

This hypothesis is further supported by the independent experiment in which the nos-

son Trm

suppressor phenotype of the above mentioned E(z)™" alleles was examined in E(z)

background. Similarly to the homeotic interactions, in this experiment the suppressor effect of

E(z)"™ is also proportional to the distance of the affected mutations from the 741. position,

son

and does not depend on how strong nos-suppressors the E(z)" alleles are on their own.

son3

Surprisingly the strongest nos-suppressor E(z)*”" allele is most suppressible by E(z)"™. Taken

together these results lead to the conclusion, that the SAC-SET regions of at least two E(Z)
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proteins form an interactive surface functioning in the epigenetic repression of both homeotic
and gap-genes.

Our results implied that the mutated part of the SET domain of E(Z) plays an important
role in distinguishing silent and active cis-regulators. Based on this we concluded that E(z)™
may represent a valuable tool to identify factors and mechanisms that are involved in the
recognition process.

We have employed genetic analysis to decipher how this single point mutation in the
SET domain leads to repression of normally active cis-regulators in Drosophila. We were able
to prove that the ectopic repression initiated by the mutant protein is dependent on the same
factors involved in the normal repression function of E(Z). Mutations in many of the known

Trm

Pc-G genes suppress the phenotype of E(z) . Reduction of the dosage of Polycomblike (Pcl),
extra sex combs (esc), Suppressor of zeste 12 [Su(z)12], polyhomeotic (ph), pleiohomeotic
(pho), and Suppressor of zeste 5 [Su(z)5] almost completely abolished the mutant phenotype.
Of these, PCL, ESC and Su(z)12 are known to interact directly with the wild type E(Z) both in
vitro and in vivo, whereas PHO is the only conventional PC-G protein with proven DNA

TRM

binding properties. These results suggest that the E(Z) " -mediated ectopic repression requires
the same epigenetic partners which are involved in the normal silencing function of the wild
type E(z), and indicate a high degree of similarity between normal and ectopic inactivation.

Therefore, factors identified by using the sensitive E(z)™™

phenotype as a screening system
are likely to play a similar role in normal PC-G dependent silencing.

By genetic means, we have identified four factors, which suppress ectopic repression
by E(z)™ and have no previously demonstrated effect on homeotic gene regulation. Protein
phosphorylation, histone gene dosage, mutations in two histone modifying enzymes, and

deacetylase-inhibitor (Na-butyrate) feeding affect ectopic repression by E(z)™™. These were

the first in vivo results implying that specific histone modifications play an important role in
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the recognition of different transcriptional states and the consequent formation of
epigenetically activated and silenced chromatin domains.

We were able to show the followings:

-Reducing the dosage of histone genes by half, significantly suppresses the E(z)™
phenotype.

-Ectopic repression of homeotic genes by E(z)™ is suppressed by mutant alleles of
the Su(var)2-1 gene. This gene has been described as a modifier of position effect variegation
(PEV), and the specific alleles used were shown to cause significant hyperacetylation of the
bulk of histone H3 and H4 proteins in homozygous conditions. These results indicate that

histone acetylation and deacetylation plays an important role in E(z)™

-mediated repression
of transcription. This hypothesis is further supported by our independent result that increasing
the overall level of acetylated histones by feeding the mutant flies with histone deacetylase-

Trm

inhibitor Na-butyrate, also suppressed the E(z)  phenotype.

-We have shown that an another PEV modifier with no known homeotic function,
Su(var)3-6 also modifies the E(z)"™ phenotype. The Su(var)3-6 (Pp1%P) gene product is
responsible for about 80% of the total protein-phosphatase-1 activity in the fly. Mutations in
the Pp1°7” gene suppress the E(z)'™ phenotype, while extra wild type copy of the same gene
enhances it. On the other hand, loss-of-function mutations of the genes encoding the aurora
kinase and the JIL kinase enhanced the E(z)'™ phenotype. These results raise the possibility
that phosphorylation/dephosphorylation of some protein substrates is a part of the mechanism
which marks active and inactive domains in the homeotic gene complexes, and that the E(z)
protein is able to recognize this mark. In contrast to the phenotype of heterozygous E(z)™™,
the phenotype of the homozygous mutant is not sensitive to the dosage of PpI®’”. This

TRM

indicates that the mutant E(z) ™" protein is unable to respond to the presence of the same

phosphorylated compound. However, it is not due to a general insensitivity of the
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homozygous E(z)"™ phenotype, because it is strongly suppressed by the overall increase of
the level of histone acetylation caused by Su(var)2-1 mutations. Taken together, our results

TRM

indicate that the E(z) " 1s wild type in every aspect of the E(z) function, except for its
inability to respond to the presence of a phosphorylated compound.

In order to reveal the phosphorylated compound marking active chromatin domains we
have looked for nuclear kinases modifying the 7rm specific repression in the opposite

direction to the Pp1¥"P

phosphatase. We have been able to find two kinases with significant
enhancer effect on the homeotic phenotype of E(z)"™: aurora (aur) and JIL.

Recently Ppl-type phosphatases, aur-type kinases and the Drosophila JIL kinase itself
are shown to influence the level of H3 phosphorylation. Based on these findings we speculate
that the phosphorylation of histone tails in the active chromatin domains may be responsible
for inhibiting the inactivating function of wild type E(Z).

To reach our final aim and elucidate the molecular mechanisms underlying the
recognition of appropriate chromatin domains by E(Z), besides in vivo genetical interaction
experiments we analyzed and compared the biochemical properties of wild type E(z) and the
E(Z)™ mutant, These experiments provided valuable clues towards the understanding of the
molecular mechanisms underlying not only the recognition, but also the establishment of
E(z)-dependent epigenetic repression.

The genetic interactions of E(z)"™ with the E(z)*”" alleles indicated in vivo interaction
between the E(Z) SAC-SET regions. In case of two other SET-domain proteins ASH1 and TRX
the existence of specific homo-, and heteromer interactions were proven both in vivo and in
vitro. In order to look for similar interactions in the case of E(z) we performed specific
binding experiments using Sepharose linked E(z) C-terminal SAC-SET fragment and
radioactively labeled in vitro translated E(z), TRX and ASHI1 protein. We could detect

significant binding in all examined combination. In order to determine the domain involved in
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the interaction we could show that this interaction does not require the full length E(z) and
ASHI. The radioactively labeled E(z) and ASHI pre-SET-SET fragment was also capable of
interaction. We could not detect significant differences in the specificity or strength of the
binding between the wild type protein and the appropriate E(z)™ fragments in any of the
examined cases.

Irm (e have found the

Among the strong suppressors of the homeotic phenotype of E(z)
Su(z)5 gene which codes for an enzyme responsible for the biosynthesis of S-adenosil
methionin, the important cofactor for all methyl transferase reactions. The SET-domains of
two other chromatin associated proteins, SU(VAR)39H and ASHI, possess histone-methyl-

transferase activity. Therefore, we speculated that E(z)™

could possess a novel, or, compared
to E(z), altered histone methyl-transferase (HMT) activity, which may contribute to the
repression of active transcription domains. We therefore examined whether E(z) is a HMT.
We generated a recombinant baculovirus which expresses epitope-tagged (FLAG) versions of
wild type and mutant E(Z) in Sf9 cells. Recombinant E(Z) derivatives were purified from Sf9
cells using affinity-chromatography techniques.

To test whether wild type and mutant E(Z) proteins are able to methylate histones, we
used conventional HMT-activity assays. Recombinant E(Z) proteins were incubated with the
methyl-group donor [3H]—adenosyl—methi0nine (SAM), and individual recombinant core
histones (H2A, H2B, H3, H4), purified histone core-octamer, reconstituted nucleosomes, and
polynucleosomes. After the reaction, proteins were separated by SDS-PAGE, and radiolabeled
proteins were detected by fluorography. These assays revealed that both the wild type E(z)
and the E(z)™ mutant has H+ specific methyl-transferase activity, as expected based on the
genetic experiments.

A recent study implies that the SET-domain of TRX, which possesses no HMT-activity,

binds nucleosomes, and specific mutations in TRX SET domain abolish the interaction of TRX
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with nucleosomes. Preliminary results implied that histone acetylation and phosphorylation
play an important role in marking active domains for E(z) in Drosophila. This raised the

TR interacts differently with covalently modified histones.

possibility that E(z)

To test this hypothesis, we performed protein-protein interaction assays, using N-
terminal histone H3 tail peptides, and in vitro translated wild type and Trm mutant E(Z)
proteins. Sepharose-beads loaded with differently modified H3 peptides were incubated with
radio-labeled E(z) and E(z)™. Interactions were detected by fluorography. We found that
E(z) and E(z) ™ binds to the used H3 peptides and in both cases the K9-dimethilated peptide
showed the strongest binding. As opposed to this the binding of the S10 phosphorylated
version was always weak and E(z) ™™ binds less effectively than the wild type version to this
phosphorylated tail peptide. These experiments elucidated that E(z)™ has similar overall
bindig specifity to different covalently modified H3 peptides but interacts with modified, S-10
phosphorylated NH,-terminal histone tail different to wild type E(z).

In conclusion, our results imply that the interaction and modification of histones plays
an important role in the repression of gene expression by E(z). The C-terminal SAC-SET-
domains are capable of specific histone H3 interaction, and posess intrinsic histone-methyl-

transferase activity. The C-terminal half of the SET-domain plays an important role in

recognizing the specific chromatin domains to be methylated, and finally repressed.
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abd-A
Abd-B

ashl

ash2

Asx

AT horog

brm
BX-C
CAF1

chromo-domain
corto

crm

CHRAC

Df(3R)red-P93
E(Pc)
E(z)
esc
eve
Fab-7'
Js(1)h
Jtz
GAL-4
grh

gt
HDACI
hb
Iswi
kis
kni

Kr

kto

lid
lac-Z
MAR

mdgd
mor
mxc
nej
nos
NURF

ROVIDITESEK JEGYZEKE

abdominal-A Drosophila m. homeotikus gén

Abdominal-B Drosophila m. homeotikus gén
ATP-dependent Chromatin-Assembly and -remodeling Factor, a
nukleoszomak mozgatasara képes ISWI fehérjét tartalmazo
fehérjekomplex

absent, small, or homeotic discs1

absent, small, or homeotic discs2

Additional sex combs

TPKRPRGRPKK-szerti szekvencidt tartalmazé DNS-k6td
motivum

brahma

bithorax-complex Drosophila m. homeotikus génkomplex
Chromatin Assembly Factor 1 alegység, masnéven NURFS55, a
PRC2 komplex tagja, hiszton specifikus saperon

Chromatin Organisation Modifier Domén

corto

cramped

Chromatin Accessibility Complex, a nukleoszomédk mozgatasira
képes ISWI fehérjét tartalmazo fehérjekomplex

a trx gént eltavolité delécio

Enhancer of Polycomb

Enhancer of zeste

extra sex combs

even skipped pair-rule gén

Frontabdominal-1 funkcionyeréses BX-C mutdcio

female sterile (1) homoeotic

fushi tarazu

GAL-4 DNS-kot6 transzkripcids aktivator

grainy head

giant

HISZTON-DEACETILAZ I az Rpd3 gén terméke

hunchback

imitation SWI

kismet

knirps Drosophila m. gap gén

Kriippel Drosophila m. gap gén

kohtalo

little imaginal discs

B-galaktoziddz riportergén

Matrix Attachment Region, a kromatin métrixhoz asszocialt
DNS régiok

modifier of mdg4

moira

multi sex combs

nejire

nanos Drosophila m. maternélis gén

Nucleosome Remodeling Factor, a nukleoszémék mozgatasira
képes ISWI fehérjét tartalmaz6 fehérjekomplex
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osda

PEV

pho
Pc
Pc-G

Pcl
ph-d
ph-p
PHD ujj
PRMT
Ppl1-87B
PRC1
PRC2
PRE

Pre-SET

Psc
psq
Rpd3
SAR

SANT domént
SET-domén

SNF5

Sce

Scm

sls

skd

Snrl
Su(Pc)37D
Su(z)2
Su(z)2D
Su(z)12
sxc
SWI/SNF

T7
TAC1

tara
TRE

Trl
trr
trx

osa
Pozici6 Effektus Variegicio

pleiohomeotic

Polycomb

Polycomb-csoport epigenetikus represszor fehérjéket kodold
gének csoportja

Polycomblike

polyhomeotic distal

polyhomeotic proximal

Plant Homeodomain (PHD) C4HC3 zinc-ujj-szerti motivum
Protein-Metil Transzferdz, fehérjék metildcidjara képes fehérje
87B Protein phosphatase 1

PoLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 1

PoLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2

Polycomb Response Element POLYCOMB-fehérjék epigenetiku
represszalo hatdsat medialo DNS-szakasz

9 konzervalt ciszteint tartalmazé zink-koté motivum, mas néven
SAC-domén, vagy cisztein gazdag domén

Posterior sex combs

pipsquek

Rpd3

Scaffold Attachment Regions, kdzvetleniil a kromatin vazhoz
kapcsol6dé DNS régiok

YAAC(G/T)G szekvencidt felismeré DNS-koto fehérje domén
SU(VAR)3-9, ENHANCER OF ZESTE , THRITHORAX fehérjékben
konzervdlt 130aminosav hosszusdgu konzervdlt domén
Kulcsszerepet betolto SWI/SNF fehérje

Sex combs extra

Sex combs on midleg

sallimus

skuld

Snf5-relatedl

Suppressor of Polycomb at 37D

Suppressor of zeste 2

Suppressor of zeste 2 distal

Suppressor of zeste 12

super sex combs

Nukleoszomdk mozgatédsara képes élesztoben azonositott
fehérjekomplex

kismérerti viralis DNS-polimeraz

Trithorax Acetylation Complex: a TRX, a NEJ (dACBP), és a SBF
fehérjéket tartalmazo hiszton acetil-transzferdz aktivitasu
fehérjekomplex

taranis

Trithorax Response Element TRITHORAX-fehérjék epigenetiku
aktivalo hatasat medial6 DNS-szakasz

Trithorax-like, GAGA-faktor

trithorax-related

trithorax
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trx-csoport trithorax-csoport

UAS GAL-4 transzkripci6s faktor kotohelye

Ubx Ultrabithorax Drosophila m. homeotikus gén

urd urdur

X-ChIP kémiailag, illetve UV-besugarzds segitségével keresztkotott
kromatin immunoprecipiticidja

vtd verthandi

w white

Z zeste
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Ko6sz6nom tandraimnak, els6sorban Dr. Mardy Péternek €és Dr. Gausz Janosnak, hogy
megismertették és megszerettették velem a genetikat. Koszonom Dr. Gausz Janosnak és Dr.
Gyurkovics Henriknek, hogy kivdlasztottak a csoportjukba, és Dr. Raské Istvdannak, hogy
megtartott az SZBK Genetikai Intézetében.

Kosz6nom volt és jelenlegi labortarsaimnak, és minden hatodik emeleti rovarosnak,
hogy tanitottak, tandcsaikkal, otleteikkel, tapasztalataikkal és eszkozeikkel segitették ennek a
dolgozatnak az elkésziiltét.

Orokké adésa maradok Gyurkovics Henriknek a hosszii évek alatt kialakitott
szemléletért, az elmondhatatlanul sok atadott tudasért, amit az egyiitt toltott kozel egy
évtizedben kaptam t6le. Koszondm Dr. Sipos Laszlonak, a Trm mutans izolal6janak, hogy
bevont a munkdba, és koszonom a genetikai kisérletek sordn adott minden 6tletét, tandcsat €s
segitségét. Koszonom Tony Greenbergnek, hogy rendelkezésemre bocsétotta az altala izolalt
Trm fenotipusu E(z) allélt. Koszonom asszisztenseinknek: Dongéné Gyanyi Editnek és Kiss

Anitdnak mindig pontos és megbizhaté munk4jat, figyelmét és tiirelmét. Kdszonetet mondok
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Martonosi Gyorgynének €s Magyarné Gyongyinek a kifogastalan tiptalaj biztositasaval és a
torzsek fenntartasaval biztositott technikai segitségéért.

K6szonom Dr. Frank Sauernek, hogy laboratériumaban Heidelbergben €és Los
Angelesben lehetdséget biztositott olyan kisérletek elvégzésére, amelyekre Magyarorszagon
nem volt lehetdségem. Koszondm a kiilfoldi laborok minden tagjdnak, de kiilonosen Dr.
Christian Beiselnek, €s Jamie Greennek a biokémiai kisérletekhez nytjtott segitségét.

Ko6sz6nom Blastydk Andrasnak, Honti Viktornak és Pintér Lajosnak a végtelenbe
nyul6 élvezetes vitdkat, az Otleteket és megbeszéléseket €s hogy mindig Ujra lelket Ontottek
belém, amikor elkeseredtem. Kiss Anitdval és Magyarné GyoOngyivel egyiitt nagyban
hozzajarultak ahhoz, hogy mindig 6rommel 1épjek be a laborba. Kiilon kdszonet illeti Honti
Viktort és Pintér Lajost a dolgozat javitisaban és a szamitégépes problémdk megolddsaban
nyujtott segitségiikért. Koszonom a fotolabor és a nyomda munkatarsainak és kiilonosen To6th
Sandorné Marikanak a dolgozat nyomtatdsaban €s sokszorositasaban nyujtott segitségét.

Ko6szo6nom opponenseimnek Dr. Kis Istvannak és Dr. Torok Tibornak &dldozatos
munkdjat a dolgozat elsd verzidjanak javitasat €s segitd észrevételeit.

Koszonetettel tartozom az MTA hédrom éves Fiatal Kutat6i és az European Molecular

Biology Organisation (EMBO) alapitvany harom honapos 0sztondijaért.
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