Beszamol6 az OTKA 79164 palyazatban végzett munkarol.
A muslica 20hidroxi-ekdizon (E) fuggo teljes atalakulasa az egyik jol elemezhet6
fejlédési modell. A fejlédési események mdgott szabalyozo gének egymast kovetd
kifejez6dése all, amit az Ashburner modell ir le. A hormon néhany ,korai” gént
kapcsol be, amik nagyszamu ,kés6i” gén mikodését szabalyozzak, felerdsitve a
jelet, amik azutan a végrehajtd géneket kapcsoljak be vagy ki. A korai gének egyike
az ekdizon receptort kodolé gén (EcR). A szabalyozas kdzponti eleme az E hormon.
Az E termelés de novo szintézissel valosul, a hormon szintje csak rovid
idészakokban né meg, amplituddja jellemzé az egyes fejlédési allapotokra, ami
szigoruan szabalyozasra utal. A posztembrionalis fejlédés larva szakasza soran az E
termelés endokrin mirigyre (protorakalis mirigy, PG) korlatozott. Az E termelés
szabalyozasa a hormonflggé fejlédés egy, az Ashburner modellben szereplé gének
feletti szintet képez.

Az E termelés idegi szabalyozas alatt all, ami a trunk gén 235 aminosav
méretl peptid (=PTTH) és RTK tipusu receptora, a torso gén terméke
kolcsdnhatasan keresztll valdésul meg. Az E a koleszterin vaz atalakitasaval és
sorozatos hidroxilassal készul. A szintézis utvonal 6 enzimét irtak le, de a folyamat
tobb reakcidja és a sebesség korlatozo [épés ismeretlen. A bioszintézist
meghatarozé géneken kivul tdbb E hianyos mutacio ismert. Ezek egyike a
klasszikus, dominans héérzékeny /(3)DTS-3 mutacio.

Az |(3)DTS-3 az mld gén allélja.

A I(3)DTS-3 mutacio génjét: CG34100 transzpozon (PlacW) inszercids allélokkal
azonositottuk. CG341700 gén ugyancsak allélikusnak bizonyult a molting defective
(mid) génnel, ezért a h6érzékeny allélt atneveztik: mid[DTS-3]. Az mld génhez
kozeli, alkalmas transzpozon inszercidk felhasznalasaval ,split-white” technikaval a
gént atfedd duplikaciot (Dp(mld)) és deléciot (Df(3R)ED6189) allitottunk el6. A
korabban izolalt, két inszerciés mid allél (S119307 és S133715) mellé beszereztink
EMS indukalt amorf alléllokat (mld[47], mId[92]) valamit a gén terlletére esd, un
MiMIC inszercidkat hordozé térzseket.

A DTS-3 mutacié antimorf természetii.

Az mld[DTS-3] restriktiv h6mérsékleten (29°C) a hemizigdta embrio letalis, a
heterozigota larva letalis, a duplikacio életképes (mld[DTS-3]/Df(mid)> mld[DTS-3]/+>
mld[DTS-3]/Dp(mlid)=vad tipus), vagyis a gén ddzisvaltozasra antimorf allélokra
jellemzé fenotipus kuldonbségeket mutat. Az antimorf fenotipus a mutans Mid fehérje
mérgezd természetével magyarazhatd. Permissziv hémérsékleten azonban
recessziv letdlis, funkcidvesztéses allélként viselkedik (mld[DTS-3]/Df(mlid) >
mld[DTS-3]/+ = miId[DTS-3]/Dp(mlid) = vad tipus). Permissziv hémérsékleten nevelt
hemizigéta L1 letélis és sem élettartama, sem mérete nem kulénbdzik az EMS
indukalt amorf allélok (mld[47], mId[92]) homo- és hemizigdtaitol, amorf
természetlinek tekinthetd.

Az |(3)DTS-3 fenotipusért a TRASH doménben csonkolt Mid felel6s.

Az mld 16kusz egy atlagos muslica génnél 6tszor terjedelmesebb, 37 kb DNS
szakaszon elteruld gén. A génrél két, kdzeli, promoterrél, kisméretli exonok
kombinalasaval 6t, hasonlé méretl (7 kb), kllonb6z6 transzkript készul. Az Mid
kodolta fehérjék nem tartalmaznak enzim aktivitasra utal6 doméneket. Az 6t izoforma
mindegyike tartalmaz az N-vég kozelében egy fehérje-kdlcsonhataseért felelés AD-
tipusu, C-terminalisan hét DNS koté C2H2-tipusu Zn-ujjat, valamint k6zépen egy,
feltehetbleg a fémion transzportban szerepet jatszd, TRASH domént. Az Mid domén
szerkezete transzkripcios faktor szerepre utal.



Az mld[DTS-3] allél mutacios hely meghatarozasat hemizigéta mutans
templaton, az mlid transzkriptet lefedé PCR, atlagosan 0,6 kb méretl termékek
nukleotidsorrend leolvasasaval végeztik. Az eredmények megerdsitésére az
mld[DTS-3] mutacioval egy kisérletben izolalt, nem allélikus, masik mutacio, a
1(3)DTS-4 templaton nyert PCR termékek és az mld[DTS-3] heteroduplexein Cel1
enzimmel végzett hasitast elemeztik (TILLING). A két kisérlet eredményei
egybehangzdan ugyanazokon a szakaszokban jeleztek eltérést. A mutaciot a
GénBank sorrendhez képest, mint 3R: 20.442.765 helyzetl T/A baziscserét
azonositottunk. A modszer ellenérzésére az mld[92] allél sorrendjét is leolvastuk.
Ebben a DNS-ben az irodalmi adatoknak megfelel6 helyen (3R: 20.442.619)
azonositottuk az mld[92]-re jellemzé A/T cserét.

Az mld[DTS-3] DNS-ben azonositott baziscsere az mld-PA izoforma 548-ik
cisztein kodonjat (TGT) stop kodonna (TGA:opal) valtoztatja (C548@), amivel a
fehérje mérete harmadara (1918 as-rél 548-ra) csokken. A mutacio a TRASH domén
3 allandé cisztein (C-X22-C-X5-C) C-terminalis tagjat torli. TRASH a prokariotakban
fém-ion transzportban fontos, eukariétakban nem ismeret a szerepe.

Az mld[92] mutacidja 500 as méretl csonkolt fehérjét eredményez, amirél a
TRASH hianyzik. Ez a mutacié nem héérzékeny. Az mld[DTS-3] dominans
héérzékeny fenotipusért a sérilt TRASH domén lehet a felelds.

Mid ellenanyag elballitasa.

Az mld A izoforma cDNS Zn-ujjat kodol6 szakaszait két darabban pET28 ill. pET41
expresszios vaktorba konoztuk, kifejeztettlk, és a His-tag felhasznalasaval, Ni
oszlopon kitisztitottuk. A tisztitott fehérjék ellen csirkében ellenanyagot termeltettink.
Az ellenanyagok az expresszald baktérium fehérje kivonataban a megfelelé
molekulasulyu fehérjével erds reakciot mutattak Western blot-ban, de kereszt
reakciokat is mutattak minden higitasban. Az ellenanyag tulajdonsagait sikerult
javitani E.coli aceton csapadék poraval. A kromoszdma festéshez hasznalt
ellenanyagot SDS-PAGE elvalasztott és filterre rogzitett antigénnel affinitas
tisztitottuk.

Az mid gén az ekdizon termeléshez sziikséges.

A I(3)DTS-3 mutacié kondicionalis természete lehetéveé teszi a pleiotrép fenotipusok
azonositasat. Ezek szerteagazok, és minden fejlédési alakot érintenek. A
hormonhiannyal kapcsolatba hozhaté fenotipusok az embri6 és tobbfazisu larva
letalitas, a nGstény sterilitast, de a kifejlett néstények megnyult élettartama, hosszu
tavu memoria és alvas zavar magyarazatara az E hiany legfeljebb attételesen szolgal
magyarazatul. Az mld amorf allélok fenotipusa az els6 larvaszakaszban (L1)
bekovetkezé larva letalitds megnyult élettartammal jaré valtozata, amit extended first
instar (EFI)-nak nevezhetunk. A mutansok a vad tipus L1 életideje tObbszoroséig
élnek, ndvekszenek, elérik a késéi L2 méretét, azonban nem vedlenek, és végul
nyilvanvalo tinetek nélkdl elpusztulnak. Nyilvanvald, hogy az mid gén terméke
nélkulozhetetlen a vedléshez. A mutans larvak E adasaval normalis utemi
tovabbfejlédésre és babozddasra birhatdk. Kimutattuk, érzékeny RIA-vel, hogy az
mld amorf allélok és az mId[DTS-3] hemizigéta larvak kevés, a vad tipusu allatokhoz
képest minddssze 5-10%, hormont tartalmaznak. A fejlédés tehat az E hiany miatt
akad el, és a mutacié nem érinti a hormon valaszt. Az mid funkcidja tehat
nélkuldzhetetlen az E termeléshez.

Az mid az ekdizon szintézis kezdeti szakaszahoz sziikséges.

Az E-t a rovarok koleszterinbdl szintetizaljak. A koleszterin - ekdizon biszintézis ut
néhany kozti terméke ismert. Ezek kozul ketodiollal (2,22,25-trideoxyecdysone) és
triollal (2,22-dideoxyecdysone) menekiteni tudtuk mutans larvakat, de koleszterinel



és 7dehidro-koleszterinel nem. Az mid tehat a 7dehidro koleszterin és ketodiol kozotti
Iépésekhez szlikséges. Ezek a Iépések nem ismertek, az utvonal ,black box” névvel
jelolt részébe tartoznak. Az MId transzkripcios faktorokra emlékezteté domeén
szerkezete arra utal, hogy vagy a szikséges enzimek génjeit szabalyozza, vagy a
PG hormontermeléshez szukséges kompetencia kialakitdsahoz szukséges. Az mld
mutans larvakban az E bioszintézis gének transzkriptumai szintjét normalis, vagy
kdzel normalis szintliinek talaltuk RT-PCR vizsgalatokkal.

Az mid larva specifikus ekdizon termelés szabalyzo.

Az mid amorf allélek ekdizon menekithetésége nem csak azt jelzi, hogy az mld
nélkulozhetetlen az ekdizon termeléshez a larvakban, hanem azt is, hogy az ekdizon
termelés és ekdizon jelatviteli ut sértetlen a mutansokban. Az ekdizon
bioszintézisben résztvevé enzimeket kddolo gének (Halloween gének) mutansainak
mindegyike embrio letalis, tovabba az EcR hiany is embrio letalitassal jar, azaz az
ekdizon és hatasa nélkllozhetetlen az embrio fejlédéséhez. Feltételezhetd, hogy az
mld amorf mutansok azért mutatnak EF/ fenotipust az embrio letalitas helyett, mert a
zigoétikus mld funkcio hianyt a heterozigéta anya potolja, vagyis az mid az EcR-hez
hasonléan anyai hatasu. Az mld anyai hatasat csiravonal mozaikokban ellenériztik.
Dominans nésténysteril FIp/FRT OvoD rendszerben, homozigéta mutans (mld/mid)
petecsoveket készitettiink és azt tapasztaltuk, hogy a homozigéta amorf mid
csiravonalbdl a kontrollal azonos szamu, azonos életképességl és fertilitasu peték
szarmaznak. Vagyis az mld nem anyai hatasu gén, és az EF/ a funkcio kiesése
okozta valddi zigotikus fenotipus és nem anyai hatas okozta késleltetés okozza.

Az mid amorf allél hemizigotak életképességét és fejlédési idejét zold
fluoreszcens fehérjét (GFP) kifejezd balanszer kromoszdéma segitségével azonositva
megallapitottuk, hogy azok életképessége és fejlédési ideje nem kulonbozik
heterozigota testvéreiktdl. Ebbdl és a csiravonal mozaik kisérletek eredményeibdl
arra kovetkeztetunk, hogy az mld gén szerepe nélkiulézhetd az embridban zajlo
fejlédési folyamatokban, kdzottuk az embrionalis E termelésben. A mutansok larva
fenotipus elemzése viszont egyértelmiveé teszi, hogy az mld nélkul6zhetetlen a L1
larva ekdizon szintéziséhez. Vagyis az mld gén ekdizon termelést szabalyzé szerepe
a larva életre korlatozédik. Az ellentmondas feloldhato, ha feltételezzik, hogy az E
termelés mechanizmusa az embridéban és a larvaban kilonb6z6.

Az embrid E termelé szdveteit nem sikerult eddig azonositani. A rovarok
protorakalis mirigye muslica megfeleléje a gylrimirigy (RG) tdmegének nagy részét
kitev6 oldali sejtcsoportja, amit ezért protorakalis mirigy (PG) sejteknek is neveznek.
Ezek a sejtek csak az embrionalis E titer csucs utan alakulnak ki, ami kizarja, hogy
ebben a fejlédési allapotban a PG sejtek termelik a hormont.

A legyek, beleértve a muslicat larvaélete soran az E forrasa a RG. Az mid
csendesitése (minden mld izoformat csendesitd) a RG-ben (P0206Gal4 és phmGal4)
az amorf allélok fenotipusaval azonos, EF/ fenoképiat-t eredményez. Az mid
csendesitése a nyalmirigyben nem okoz fenotipust. Ezek az eredmények tovabbi
bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az mld az ekdizon termelés szereplbje, valamit
hatasat az E termel6 endokrin szdvetben fejti ki. Az eredmények 6sszhangban
vannak a megdfigyeléssel, hogy az mld enhanszer csapdazé P{lacW} inszercios
allélokban a lacZ aktivitas a larva szovetek kdzil a RG-ben a legerésebb.

Kondicionalis-Gal4 (hs-Gal4) iranyitott m/d-RNAi csendesitéssel
megallapitottuk, hogy az L1 allapotu larvak fejlédése csak akkor akad el, ha az mld-t
a szakasz kdzepeén a kikelés kovetd 12-16 orak kozott kapcesoljuk ki. Ez a fenokritikus
szakasz egybeesik a magas E titer idejével. Ez ujabb bizonyitékot szolgaltat az mld
E termelésben jatszott nélkulézhetetlen szerepére.



Az mid egy szovet specifikus novekedési faktor hatasu

Az I(3) DTS-3 mutacio jellegzetes fenotipusa a hipertréf gytrdmirigy. A DTS-3/+
larvak RG mérete tobbszordse a vad tipusu gydrimirigy maximalis méretének. A
hipertrofiat nem a sejtek szamanak névekedése, hanem a PG sejtek
méretnagyobbodasa okozza. A PG sejtek megnagyobbodasa a politénia szint
emelkedésével jar, ami legtdbbszor eléri a nyalmirigy sejtekben megfigyelhet6
ezerszeres mertéket. Ha fluoreszcen nukleotid analéggal (EdU) lathatova tettik a
DNS szintézis mértékét, mid[DTS-3] larvak PG sejtjeiben jelentésen intenzivebb
DNS szintézist talaltunk, mind az vad tipusban. Ez a fenotipus az mid[DTS-3]
mutansra is jellemzd, azonban ezekben ez dominans jelleg, és csak restriktiv
hémérsékleten jelentkezik.

A PG sejtek mérete és az adult testméret kozott forditott 6sszefliggést
mutattak ki. A kapcsolatban az inzulin jelzérendszer fontos szerepet jatszik. A
kapcsolatot leiré modell szerint a nagyobb mirigy tdbb hormont termel, ezért a
taplalkozé larva élet hossza lerévidul a hamarabb bekdvetkezé babozodas miatt, ami
korlatozza a kifejlett allat méretét.

A PG hipertréfiajat az mid amorf allélok homo- és hemizigotaiban is
megfigyeltuk. Ebbdl arra kdvetkeztetink, hogy az mid a RG névekedés/politénia
negativ szabalyzoja. Az mid gén terméke domén szerkezete alapjan feltehetéleg
transzkripcios faktor. Megvizsgaltuk mld homo- és heterozigéta valamint vad tipusu
sejtekbdl allo RG genetikai szomatikus mozaikokban a kulonbdzé genotipusu sejtek
méretét. Egyik kisérletben mld[PlacW] inszercios mutansokban indukaltunk vad- és
homozigdta mutans sejtekbdl allé mozaikot. A lacZ markerrel a vad tipusu sejtek
egyértelmlen azonosithaték. Masik kisérletben MARCAM technikaval mid amorf
allélok és GFP markerrel nyertunk mozaikokat, amikben a homozig6ta mutans
sejteket azonositottuk. Mindkét kisérletben a mozaikot alkoto sejtek mérete
azonosnak bizonyult a genotipustdl fuggetlenul. Az eredményekbdl arra
kovetkeztetlink, hogy az mld hatasa nem autondm a RG méretére. Az eredmény
meglepd, és arra utal, hogy az mld PG sejt nOovekedését befolyasolo hatasat
kozvetetten fejti ki.

Korabbi kisérleteink soran megfigyeltik, hogy a muslica larvakban torténé
ekdizon szintézis fenarimollal végzett farmakoldgiai gatlasa L1 allapotban
felfuggeszti a fejlédést, és a RG hipertrofigjat okozza. Mind a fejlédés gatlas, mind a
RG hipertrofia fenotipus E etetéssel felflggeszthetd. Vagyis az E hianya okozza a
RG hipertrofiat. Az E a PG sejtek novekedését gatolja. Ha az E hatas f6 kozvetit6jét
az ekdizon receptor (EcR) csendesitése a RG-ben ugyancsak PG hipertrofiat
eredményezett. Az eredmény alatamasztja a kdvetkeztetést, hogy az ekdizon gatolja
a PG sejtek ndvekedését, és megmutatja, hogy ez az EcR-en keresztul valosul meg.
Megmagyarazza tovabba az mld nem-autondm hatasat, miszerint a hatast az E
hormon kozvetiti. Tovabba példat szolgaltat az endoreplikacié hormonalis
szabalyzasara.

A jelenség elemzése egy visszacsatolo szabalyzast tar fel. A PG termelte E
fékezi a mirigy ndvekedését, ami csokkenti a hormontermelést.

Az mild a RG miikodéséhez nélkiilozhetetlen.

Az enhanszer csapdazo, mld gént inaktivald PlacW inszerciok lacZ festése
erds enzim aktivitast mutat a larvak PG sejtjeiben, ennél jéval gyengébb festédést az
agy néhany sejtjében, a nyalmirigyben és a zsirtestben. A festédés utalhat az mid
kifejez6dés szdveti mintazatara, arra, hogy az mid PG-ben kifejezédik.



Az mld csendesitése RG specifikus meghajtokkal (P0206-Gal4, phm-Gal4) az
amorf allélok fenotipusaval azonos fenokopiat eredményezett. Az eredmény
megerdsiti, hogy az mid a RG-ben kifejez6dik.

Az mld transzkripcio kezdépontja és a szomszédos génig terjed6 5’, mint
feltételezhet6 szabalyz6 szakaszt GFP riportert tartalmazé (pH-Stinger)
transzformacios vektorba vittik, hogy lathatova tegyuk a kifejez6dését. A
transzformalt legyek a RG-ben nem, csak a ventralis ganglion a hosszanti
tengelyében fekvé néhany sejtjében mutattak gyenge GFP fluoreszcenciat. Az mid
szabalyzasat feltehetbleg nem, vagy nem csak a révid (0,5 kb) méreti 5’ szakasz
biztositja.

Az mld gén 38 kb DNSre terjed ki, transzkriptjei 7 kb méretiek. Szerkezete a
fejlédés szabalyozott génekre jellemzben 5’ felén kis, nem transzlalédo exonokbdl és
nagy intronokbdl épul fel. Gyakran ezek az intronok felelések az enhancere hatasért.
Az mld elsd intronja 5, a masodik 24 kb méretl. Ezek kényelmetlenll hosszu
szakaszok riporter vektorba klénozashoz.

A muslica, Gal4 meghajtoval felszerelt potencialis ,enhanszer” kdnyvtar kilenc
mld-t érintd tagja kozul egy, GMR94C02, esetén az ml/d amorf fenotipussal azonos
fenokodpiat kaptunk, ha az mld csendesitéséhez hasznaltuk. A tébbi nyolc meghaijtd
hatastalannak bizonyult a tesztben. Az eredmény azt jelzi, hogy az enhanszer vagy
azonos az mld enhanszerrel, vagy hatasa atfedi azt. GMR94C02 EGFP riporterrel
egyutt jellegzetes mintazatot eredményez, a erés expressziot a RG-ben, gyenge
kifejez6dést az izmokban mutat. GMR94C02 enhanszer az mld legnagyobb exonja
kozepérdl szarmazo 3,7 kb méretl szakasz. Sikerult azonositsunk egy enhanszer
motivumot, ami az mld expressziojaval atfedd mintazatban eredményezi a Gal4
kifejez6dését.

Az mid kifejez6dési mintazat lathatova tétele MiMIC inszerciokon végrehajtott
riporterkazetta cserével (RMCE).

A Minos transzpozon egyik modositott valtozata (MiMIC) hordoz két fag eredeti
helyspecifikus rekombinaciés helyet, ami lehetévé teszi, hogy a oda riporter
konstruktokat lehessen beépiteni. Beépithetd a cserével olyan kazetta is, ami a
riporter (pl.EGFP) sorrendet ugy hordozza, hogy az splice reakcioval beépul az
érintett gén transzkriptumaba. Az eredményezett fuzids fehérje tulajdonsagai a
riporter sajatsagaival bévul. Az mid gén nagy intronja két szélén két MiMIC inszercio
(mld[MI01185], mId[MI07175]) ékel6dott be, ezek felhasznalasaval kiséreltink meg
riporter épiteni az Mld-ben avval az igénnyel, hogy kovetni tudjuk az Mld fehérje
kifejez6dését térben és idében a muslica élete soran.

Két kisérletet hajtottunk végre. Harom kulonbdzé riportert hordozo kazettat
hasznaltunk, EGFP, RFP és HRP. A disztalis MiMIC inszerciét hasznalva
kazettanként 80, a proximalis inszerciotval 120 EGFP transzformanst elemeztiink. A
jelolteket a yellow kazetta vesztésére szelektaltuk, és torzsbe allitottuk. A riporter
kazettak iranyultsagat és helyzetét megfelel6 PCR termékek alapjan allapitottuk
meg. Az EGFP cserébdl 11, az RFP cserébél 1, a HRP cserébdl 4 torzset kaptunk.
Ezek egyikében sem sikerult a riporter aktivitasat latni. A torzsek 3 életképes
kivételével az mid-vel allélikus recessziv letalisnak bizonyult. A riporter lathato
aktivitas elmaradasa magyarazataul tobb alternativa kinalkozik: a) az RMCE soran
sérult a sorrend, ami kereteltolodas eredményez, és nem készul sértetlen EGFP; b)
az Mid-be fuzionalt EGFP nem képes felvenni a fluoreszcenciahoz szikséges
konformacidt. ¢) Minden pontosan és jol mikodik az RMCE soran, de az Mid és
emiatt a fuzionalt EGFP tul alacsony a vizualizaciohoz. Jelenleg anti-GFP
ellenanyaggal, érzékeny Western blottokon keressuk a fuziés GFP terméket.



Mid koélcsonhato partnerek azonositasa Y2H rendszerben.

Kisérletet tettiink az MId kdlcsdnhatod partnerei meghatarozasara éleszté kéthibrid
rendszerben. A mld cDNSt két 5' és 3' felét pBTM116 vektorba klénoztuk. Az 3'
darab dnaktivaloként viselkedett. Az 5’ szakasszal pP6 vektorba klénozott 12-14
oras muslica embrié cDNS kodnyvtarat szirtlink. A Gal4 aktival6 doménhez fuzionalt
mld 5’ darab két kdlcsdnhato fehérjét azonositott, amik a CG171275és a CG10118
(=pale, a muslica tirozin monoxigenaz). CG11275 egy ismeretlen funkciéju, a
transzkripcids represszorokra jellemzé BTB/POZ domént hordozé transzkripcids
faktor. CG701718 a tirozin anyagcsere sebességszabalyzé 1épését katalizalo tirozin-
monooxigenaz enzimet kodolja.

Az MId a kromatin szerkezet médosité rendszer komponense.

Az mld genetikai funkcidja nélkilozhetetlen a muslica larvak fejlédéséhez
nélkulozhetetlen, ezen belll az E termeléshez szukséges. Az mld mutansokban
azonban az E bioszintézis |épéseit katalizalasaért felel6s, ismert enzimek génjei,
(dib, phm, shd, sed) a vad tipushoz hasonlé mértékben fejez6dnek ki (sajat és
masok adata). Az m/d nem a Halloween gének kifejez6désén keresztul hat. Az mid
vagy a bioszintézis ut eddig nem azonositott szerepléit szabalyozza, vagy valami
altalanosabb szereppel bir. Az mId[DTS-3] dominans fenotipus genetikai
szupressziodjat eredményez6 mutansok izolalasaval azonositottuk a gén kdlcsénhato
partnereit. A muslica genetikai allomany 80%-at kitevé két nagy autoszémjahoz
tartozé gének EMS mutagenezisét kdvetben, F1 szlréssel, a masodik (31ezer) és
harmadik (15ezer) kromoszdémara kildn kisérletben izolaltunk dominans
szupresszorokat. A szlrési feltétel a kiterjedt harmadik larva allapot (extended third
instar, ETI) elnyomasa, a babok és a kifejlett allatok megjelenését hasznaltuk.
Osszesen 14 (8 a harmadik, 6 a masodik kromoszdéman) szupresszor l6kuszt
azonositottunk. Eddig a harmadik kromoszémara eséket (Su(3)DTS-3) rendeltuk
génhez, a masodik kromoszdmahoz tartozokat (Su(2)DTS-3) sziik kromoszéma
szakaszra térképeztik.

A Su-DTS-3 jelbltek térképezése.

A recessziv letdlis jeldlteket (97) térképeztik. A jeldlteket a kromoszdma karok
kdzepén elhelyezked6 w+ markert hordozo letalisokhoz (els6sorban ED delécidk)
rekombinaciéval térképeztiuk. A kdzel térképezbd6 jeldlteket komplementaltattuk. Egy
6, egy 3 és egy 2 tagu komplementacios csoportot azonositottunk. Ezutan a
rekombinacios tavolsagok altal kijeldlt kromoszoémaszakaszt lefedé nagyméreti
delécid sorozattal pontositottuk a térképhelyzetet. A nem komplementalé delécio
tertletét atfedd, kisméretl deléciokkal szlkitettuk a térkép helyet 10-100 kb
méretlre. Végull a szakaszra es6 gének letdlis alléjeit hasznalva komplementaciéval
azonositottuk a szupresszor I6kuszt. Néhany esetben, amikor a delécios térképezeés
eredmeénytelen volt, megismételtik a rekombinacios térképezést kozelebbi w+
markerekhez. Mas esetekben (4) nem jutottunk atfed6 delécidhoz, vagy a szakaszra
esé letdlis allélok mindegyike komplementalta a jeldltet (3). Ezeket az azonositatlan
térképhelyzetl jeldlteket nem elemeztik tovabb. A masodik kromoszémas jeldltek
téerképezésében a finom felbontasu delécios térképezésig jutottunk el. A kdvetkezd
szupresszor l6kuszokat azonositottuk: CG13676, gfzf, CG7006, Fit1, not, jumu, InR,
RpS27, 1(2)S073002a.

A Su(3)DTS-3 I6kuszok természete:

A szupresszié vart mechanizmusa az E termelés helyredllitdsa. Az azonositott
szupresszor genek egyikérdl sem ismert, hogy az ekdizon termelésben részt vesz. A
I6kusz pontossaggal még nem térképezett jeldlteket lefedd delécidk terlletén sem
lelhetd fel az E szintézisut ismert komponensei. A Su-DTS-3 allélok génjei funkcidjat



leird Gén Ontoldgia (GO) a sejtbeli elhelyezkedés szempontjabdl a szupresszorok
minden f6 kompartmentet képviselnek: extracellularis (CG13676), plazma membran:
(InR), citoplazma: (RpS27, Fit1), sejtmag: (CG7006, not, jumu, gfzf). Az MId
ellenanyagfestés nuklearis lokalizaciot mutat, ezért a CG13676, RpS27, Fit1 esetén,
amik GO besorolasa sejtmagon kivuli, az Mld k6zo6tt kbzvetlen kapcsolatot nem
tételezlink fel. A szupresszorok molekularis funkcioi ugyancsak nagyon kulonbozék:
kitin kotés (CG13676), glutathion-transzferaz és nukleinsav kotés (gfzf), RNS kotés
(CG7006), sejt-sejt kapcsold (Fit1), ubikvitin specifikus proteaz (not), kromatin
fehérje, SAGA komplex alegység (jumu), inzulin receptor tirozin kinaz (InR) és
riboszéma fehérje (Rps27). K6zos funkcionak tinik a kromatin kapcsolat, ami a jumu,
a not, a gfzf esetén igazolt. Az Y2H rendszerben igazolt kdlcsdnhaté partner a
CG11275 BTB/POZ domén TF is ebbe a csoportba tartozik.

Affinitas tisztitott ellenanyagokkal sikerult a nyalmirigy kromoszémakat festeni.
Az ellenanyag festés er6ssége nem kdveti az egyes savok DNS tartamat (DAPI),
ezért specifikusnak tekintjuk. Sok kromoszémasav festédik az mid ellenanyaggal,
hasonléan (bar kevesebb sav), mint a kontroll kromatin fehérje (a-prod) ellenanyag
esetén. A két fehérje festése eltéré mintazatot mutat. A kromoszdéma festés
eredményei azt mutatjak, hogy a kromoszéma eukromatikus szakaszan helyezkedik
el az MId, és ugy viselkedik, mint egy kromoszéma fehérje, és nem halmozadik fel
néhany, vagy néhanyszor tiz helyen, mint specifikus (pl. ekdizon bioszintézis) gének
esetén varnank. A not és a jumu ugyancsak kromoszdéma fehérjék, amikrél ismert,
hogy kulonféle kromatin modosito folyamatok szerepldi.

Megvizsgaltuk, hogy a kromatin allapotat tukr6z6 pozicio effektus variegaciot
(PEV) befolyasoljak-e a szupresszor hatasu not allél. A kdzelmultban vart ismertté,
hogy Not a H2a és H2B hisztonok ubikvitin modositasa eltavolitasat végz6 enzim, és
részt vesz a HAT komplexel egyutt a kromatin szerkezet lazitdsaban. Azt
tapasztaltuk, hogy mind a szupresszor hatasu not allél nem mutat PEV enhanszer
hatast a wim4] szondan, azaz a Not ELP fenotipust menekité mutacioja kromatin
modositd funkciojat nem érinti. Egy masik szupresszor a jumu ugyancsak hat a PEV-
ra. A szupresszorként viselkedd jumu allélt azonban ebbdl a szempontbdl nem
vizsgaltuk.

Megvizsgaltuk ezért az mld[DTS-3] és az mid amorf allélok (mld[47], mId[92])
PEV-re gyakorolt hatasat, €és mind a harom esetben PEV enhanszer hatast talaltunk.
Ez igazolja, hogy az mld vad tipusu funkcidja kapcsolatos a kromatin szerkezettel.
Meglepetésre azt is tapasztaltuk, hogy butirat (HAT gatlo) kezelés restriktiv
hémérsékleten menekiti (babozodni engedi) az mld[DTS-3] larvakat. Ez az eredmény
jol 6sszhangba van a kromoszéma festés eredményeivel és a PEV enhanszer
hatassal.

Egy masik Su(3)DTS-3 a jumu gén mutacidja. Jumu egy tobb funkcioju kromatin
fehérje, ami dézisfliggé mdédon a PEV szupresszora vagy enhanszere.

Kisérlet az Mld Zn-ujjak sorrend specifikus DNS koétése kimutatasara.

Az MId 7 H2C2 Zn-ujj motivuma Specifikus DNS sorrend kété tulajdonsagra utal. Az
MId Zn-ujj motivumait tartalmazo részét kifejeztettik pET rendszerben, a fehérjét a
His-tag felhasznalasaval, Ni oszlopon tisztitottuk. A rekombinans Mid darabokkal
pUC19-ben készllt muslica genomikus konyvtarbol DNSt tisztitottunk, és azokat Ni
oszlopon immobilizalt rekombinans fehérjével in vitro, szirtink. A szirés soran 50-
100 genom méretnek megfelelé mennyiségl DNS-t hasznaltuk, az eluciéval
visszanyert kionokat baktériumba transzformaltuk. 12 kiénbdl felsokszoroztuk az
inszertet és meghataroztuk a széli sorrendet. A sorrendeket bioinformatikai
eszk6zokkel egymashoz hasonlitottuk illetve kikerestik a muslica genomban. A



sorrendek kozo6tt homoldgiakat csak 16-21 nt hosszusagu szakaszokon talaltunk. A
sorrendek legtdbbje a muslica genomban génmentes szakaszokkal homolég,
minddssze négy hordoz gén terlletére es6 homoldgiat, kodold és intron

szakaszokkal egyarant. Nem sikerult adatokat azonositani, amik valoszinUsitenék az
MId sorrend specifikus kotdédését.



