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A homeotikus Ubx gén egyik szabalyozéelemében, a bxd cisz-regulator régidéban
egy olyan specidlis, silencer-hatasi kromatinszerkezeti elem (,,Polycomb Response
Element”, PRE) miikodését tanulmanyoztuk Drosophila-ban, melynek fontos szerepe van
az inaktiv (zart) kromatinszerkezet fenntartdsaban. Mind a homeotikus gének, mind a
PRE-k miikodését szabalyozo Polycomb-csoport homoldgjai ismertek magasabbrendi
¢lélényekben, igy emberben is, ahol azoknak analég funkcidjuk van.

1. A 185 bp-os bxd PRE-mag tovabbi vizsgalata
Elozmények

Egy Aaltalunk Kifejlesztett, Uj tipusi génkonverziés modszerrel korébban
végrehajtottuk a bxd régi6 egy ~3kb hosszi darabjara térképez6dé PRE in situ
funkcionalis analizisét. A létrehozott kisméretii deléciokkal egy 185 bp-0s szakaszra
sziikitettiik le a bxd PRE minimalis, ,kdzponti magjat”, melynek hianya még lathato,
poszterior irdnyld homeotikus transzformaciokat okoz, ami az Ubx gén
kromatinszerkezetének rendellenes fellazulasa miatt bekovetkez6, ektopikus Ubx-
expresszioval — magyarazhat6  (Sipos et al.,, 2007, PNAS). Mddszeriink
tovabbfejlesztésével fehérjemolekulak kotéhelyeit is képesek lettiink hibas valtozatokra
cserélni a 185 bp-os PRE-magon belll, és ennek segitségével megallapitottuk, hogy a
vizsgalt 3 fehérje (GAGA, PHO, DSP1) kozll az elsé ketté egymassal szorosan
egyiittmiikodve, kulcsszerepet tolt be az inaktiv kromatinszerkezet fenntartasaban. A bxd
PRE magjat Kicseréltik két masik (Mcp és iab-7), hasonld6 méretii, szintén a bithorax
komplex-b6l szarmazdé PRE-magra, melyek a bxd PRE-hoz hasonlé szdmban és
elrendezésben tartalmazzak a PHO és GAGA fehérjék kotohelyeit, mint a bxd PRE 185
bp-os magja. A két ,idegen” PRE teljes mértékben képes volt funkcionalisan
helyettesiteni a bxd PRE magjat, jelenlétik nem okozott semmilyen fenotipusos valtozast.
Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a PRE-k nem hordoznak pozicionalis informéaciét,
hanem egyszerii ,,silencer”-ként viselkednek (Kozma et al., 2008, MGG).

Elvégzett Uj kisérletek

Meg akartuk vizsgalni, hogy mas, nem a bithorax komplexbdl szarmazé PRE-K,
illetve a bxd, Mcp és az iab-7 PRE-kt6l eltér6 szami és elrendezésit GAGA és PHO
kot6helyeket tartalmazo PRE-K is képesek-e helyettesiteni a 185 bp-os bxd PRE magjat.
E célbdl létrehoztunk olyan konvertdns vonalakat, melyek a bxd PRE-mag helyén a
Drosophila engrailed, even-skipped és polyhomeotic génjeib6l szarmazdé PRE-régidkat,
illetve egér és human PRE-szekvencidkat hordoznak. Hogy felderitsik, vajon a GAGA és
PHO fehérjéken kivill mas fehérjék is szlikségesek-e a bxd PRE-mag miikodéséhez,
mutéltattuk a 185 bp-0s bxd PRE-magban 1év6 GAGA és PHO kot6helyek kozott 16vo



szekvencidkat, kicserélve O6ket komplementer, illetve reverz komplementer
megfeleldjiikre.

Id6kozben a korabbi Kisérleteinkben alkalmazottol eléré Osszetételii taptalaj
hasznalatara kellett attérniink. A lényeges kilonbség, hogy penészgatld szerként a
korabban alkalmazott foszforsav-propionsav keverék helyett Tegosept-et (p-
Hidroxibenzoesav metil-észter, Metil 4-hidroxibenzodt, Nipagin) hasznaltunk. A
propionsavrdl ismert, hogy befolyasolja a kromatinszerkezetet (pl. pozicio-effektus-
variegdcid modositd). Hogy a megvaltozott taptalaj és az esetleg idokdzben
bekdvetkezett egyéb mddositd faktorok hatasat megvizsgaljuk, 4 fuggetlen konvertans
vonalat teszteltlink le, melyekben frissen tavolitottuk el a bxd PRE 185 bp-os magjat. E
kontrollkisérletekben a korabbi taptalajon mért ~25%-0s gyakorisagu, poszterior iranyu
homeotikus transzforméciok helyett nagyjabol kétszeres, ~50%-0s penetranciaval
észleltiink hasonlo jellegii transzformans egyedeket.

Az engrailed (en) gén 1,6 kb-os, ,promoter-upstream” szakaszaban korébban
harom kisméretii, a bxd PRE magjahoz hasonlé méretii PRE-régiot is azonositottak
transzgenikus tesztekben (Kassis, 1994, Genetics). A harom en PRE-régi6 (a promotertol
val6 tavolodas sorrendjében: 3-2-1) kiilonboz6 mértékben, de egyarant képes volt a bxd
PRE 185 bp-os magjanak hianydban észlelt transzforméaciok penetrancijat csokkenteni.
Tesztlinkben a leggyengébb hatast a 2. régié (~44%) volt, kdzepes hatast az 3. régid
(~30%), mig a legerdsebb, teljes mértékii helyettesitést az 1. régi6 esetében (0%)
figyeltik meg. A GAGA kotéhely-motivumok gyakorisdganak szempontjabol a
helyettesités mértékével egybevagd tendenciat vettlink észre a harom vizsgalt en
régioban, mig a PHO-kot6helyek szamaban nem tapasztaltunk hasonld Gsszefiiggést.
Ezen eredményeink alapjan elmondhat6, hogy rendszeriink alkalmasnak tlinik arra is,
hogy a PRE-hatasu régidkat rendszerezhessik in situ derepresszio-gatlé hatasuk alapjan.

Az even-skipped (eve) génbdl szarmazo PRE-régid két szempontbol is érdekesnek
bizonyult: egyrészt, hasonléan az en 1. PRE-hoz, az adult fenotipus szintjén teljes
mértékben meggatolta az Ubx gén ektopikus kifejezédését, masrészt ebben a 100%-0S
helyettesitést add szakaszban csak 1 (illetve maximum 2) potencidlis PHO-kot6hely
talalhat6, szemben az eddig megismert, hasonlo erdsségi PRE-régiokkal, melyek
legalabb 4 PHO-kotohelyet tartalmaznak.

A Polycomb csoportba tartozd polyhomeotic (ph) génbél (amely 6nmaga is
Polycomb-szabalyozés alatt &ll) szarmazd PRE-régid6 meglepé modon a kontroll
delécibhoz képest kismértékben ugyan (~58%), de emelte a transzformaciok
gyakorisagat, azaz egyaltalan nem tudta helyettesiteni a 185 bp-os bxd PRE
magszekvenciat. Megjegyzendé azonban, hogy az altalunk vizsgalt, GAGA és PHO
kotohelyekben leggazdagabb régio lényegesen kisebb, mint a korabbi, transzgenikus
tesztekben azonositott, a mi szakaszunkkal teljesen atfed6 ph PRE.

Az els6é emlbs rendszerben azonositott, egérbdl szarmazoé PRE-régié (Sing et al.,
2009, Cell) nemcsak hogy nem tudta helyettesiteni a bxd PRE magjat, hanem a
transzformacidk gyakorisagat kdzel 100%-0s gyakorisagra (~95%) emelte. Ez a hatas
fuggetlennek bizonyult a tesztelt régié orientacidjatol (hasonléan a tovabbiakban emlitett
szekvencidk tesztelése soran nyert eredményeinkhez). Kicsit alacsonyabb, de szintén
kiemelked6en magas (~80%) penetranciat kaptunk az elsé human PRE (Woo et al., 2010,
Cell) tesztelése soran. Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy a két, emlésrendszerben
azonositott PRE nem képes egyiittmiikodni a bxd PRE magjan kivuli, szomszédos PRE-



hatast régiokkal, sdt nagymértékben interferal azok miikodésével. Emellett az is igaz,
hogy az emlds genomban azonositott darabok egy nagysagrenddel nagyobbak az
eltavolitott bxd PRE- magnal, .

Korabbi munkankban (Kozma et al., 2008, MGG) mutéaltattuk a 185 bp-0s bxd
PRE-magban 1év6 GAGA ¢és PHO kot6helyeket kiilon-kulon és egydtt is. Mig a keét
kotéhely kulon-kiilon torténd elrontasa csak kis gyakorisaggal (~2% illetve ~4%) okozott
transzformacidkat, addig egyuttes elrontasuk esetén a penetrancia megegyezett e szakasz
teljes hianyaban észlelt gyakorisaggal (Kozma et al., 2008, MGG). Ennek ellenére azt
tapasztaltuk, hogy a GAGA- és PHO-koétéhelyek kozott 1éve szekvenciak cseréje
komplementer, illetve reverz komplementer megfeleldjiikre ~12% illetve ~7%
gyakorisaggal okozott poszterior iranyu transzformaciokat. Ezek alapjan valoszind, hogy
a GAGA ¢és PHO kot6helyeken kiviil, més, eddig nem azonositott fehérjék kotdhelyei is
sziikségesek a 185 bp-os bxd PRE-mag normalis miikodéséhez. A fenti adatainkat
dsszesen 9575 adult egyed fenotipusos analizisével kaptuk.

Egyeb, a munkatervben nem szereplo elvegzett kisérletek:

- A tervezett munkan tal egy igéretesnek tiind 1épést tettiink abba az iranyba is, hogy
mesterséges/szintetikus PRE-magot allitsunk el6. Az iab-7 (66bp), a bxd (84bp), az iab-8
(40bp) és az Mcp (94bp) PRE-magokbol, a zardjelekben feltiintetett hosszisagu DNS-
darabkékat a leirt sorrendben Osszeillesztve, egy tovabbi konstruktot is létrehoztunk,
mely 284bp hosszl szakaszaban 7 potencialis PHO- és 8 GAGA-kotOhelyet tartalmaz. Ez
a konstrukcio teljes mértékben helyettesiteni tudta a 185 bp-o0s bxd PRE magszekvenciat.
Reményeink szerint a hibrid és az eredeti PRE-mag szamitdgépes elemzése segitségével
a kozeli jovoben képesek lehetiink egy teljes mértékben mesterséges, algoritmizalhato,
funkcionalis PRE-mag létrehozasara.

- A jelent6s mennyiségii 0j adatunk ellenére gy gondoltunk, hogy eredményeink értékét
noveli, illetve kozlését megkonnyitheti, ha a tesztelt PRE-fragmenteket egy masik,
ujonnan kidolgozott rendszeriinkben is analizaljuk, noha ez eredetileg nem szerepelt a
tervezett, elvégzendd kisérleteink kozott. Az eddig alkalmazott tesztrendszer a bxd PRE-
tol 25kb tavolsagra 1évo, Osszetett szabalyozas ala es6 Ubx gén fenotipusos
kovetkezményekkel jard, miikodésbeli megvaltozasat koveti felndtt allatokban. Az 1j
rendszer lényege, hogy a beépitett idegen PRE-régiokhoz flp-FRT rendszerrel Gal4VP16
markergént kapcsolunk és UASeGFP masodlagos riportergen segitségével kozvetlenul
tanulmanyozzuk a lokalis kromatinszerkezeti valtozasokat az egyedfejlédés eltérd
stddiumaiban kiilonboz6 szovetekben. Az (j rendszerink sokkal érzékenyebbnek
bizonyult, akér egyetlen sejtben is ki tudtunk mutatni ektopikus génkifejez6dést
konfokalis mikroszkopia segitségével. Sajnos tobb, varatlan problémaba is Utkdztink,
mert a rekombindnsok nagy része rossz életképességlinek, illetve sterilnek bizonyult,
ezért kisérleteink egy részét tobbszor is meg kellett ismételni. A Kisérletsorozatot
eredetileg végz6 Ph.D. hallgatd (Karpati Gabor) elhagyta csoportunkat, és egy
munkankat segitd asszisztens (Kiss Anita) is kilépett. Hogy a kies6 munkaerét potolni
tudjuk, felvettiink egy kutatét (Nagy Andrea), de igy is jelentds tobbletmunka hérult a
csoport tagjaira, ami az igért kdzlemény elkészilésének elhuzddasat okozta. Jelenleg is
dolgozunk a kéziraton.



2. A bxd régidban azonositott TRE delécios analizise
Elozmények

Az ltalunk részletesen vizsgalt 665 bp-os bxd PRE-régio (Sipos et al., 2007) mellett,
kdzvetlenll disztalisan egy rovid, minddssze 90 bp-os Trithorax-Response-Element-et
(TRE-régiot) azonositottak , amelyhez TRITHORAX-csoportba tartozé fehérjék
kotddnek és ez a régio két kiilonbozd transzgenikus tesztben is erdsiti a tesztgén
kifejezodését (Tillib et al., 1999). Vizsgalataink soran létrehoztunk olyan delécidkat is,
melyek a bxd PRE-régidval egyiitt eltavolitjak ezt a TRE-t is, de nem tapasztaltunk sem
anterior iranyt homeotikus transzformaciot, sem csokkenést az Ubx gén kifejez6désében,
sem ¢észlelhetd gyengiilést a PRE hidnydban bekdvetkezd, poszterior irdnyt homeotikus
transzformacidk penetranciajaban vagy expresszivitasaban. Lehetséges azonban, hogy a
TRE-régi6 hianyanak kovetkezményeit elfedi vagy kioltja a PRE-szakasz egyidejii
eltavolitasa miatt bekovetkez6 enyhe Ubx-upregulacié. Hogy megvizsgaljuk ennek a
TRE-szakasznak a kizardlagos, 6nallé in situ hatasat (pl. befolyasolja-e az Ubx gén
miikodését, sziikséges-e a szomszédos PRE ,kikapcsolasara” azokban a szelvényekben,
ahol a bxd régio aktiv), olyan deléciok létrehozasat tiiztik ki célul, melyek épen hagyjak
a szomszedos PRE-t, de kiilonbozé méretli szakaszait eltavolitjak a 90 bp-0s TRE-
régionak. E célbdl genkonverzidval beépitettiink a bxd PRE és TRE régio koze egy FRT-
hordoz6, 7.3 kb-os genomikus Hindlll fragmentjét egy-egy 18 bp-os I-Scel
megaendonukle&z-hasitohely és a szintén éleszt6bodl szarmazo, 34 bp-0s flip-recognition-
target, FRT-szekvencia vesz kozre.

Elvégzett Uj kisérletek

A 665bp-0s bxd PRE és a szomszédos, 90 bp-os TRE kozé épitett FRT-1-Scel-
rosy+-1-Scel-FRT kazettat hordoz6 konvertans egyedekben transzgenikusan kifejezett I-
Scel-enzim segitségével kettdsszali kromoszoéma-toreéseket indukaltunk. A sikeres,
mindkét I-Scel hasitohelynél bekovetkezett kettGsszali kromoszoématoréseket a
kovetkezé generacioban a rosy markergén elvesztése alapjan azonositottuk. Az elvégzett
320 parkeresztezésbdl 214 rosy- utoédot kaptunk, melyeket tobb lépcsdben, kiilonbdzo
primerparok felhasznélasaval PCR-analizisnek vetettiink ala. A vartnal kisebb méretii
DNS-fragmentek esetében megszekvenaltattuk a kapott PCR-terméket. igy végil
Osszesen 6 egyiranyl, a PRE-t6l disztalisan induld (18, 23, 65, 200, 276 és 751 bp
méretil) delécidt azonositottunk.

Ezen deléciokra homozigota egyedek repiiloképessége jelentdsen lecsokkent a
vad egyedekéhez képest. Ugyanakkor a homozig6ta, illetve a teljes Ubx-domént
eltavolito delécidval transz-heterozitota felndtt egyedek nem mutattak olyan homeotikus
transformaciokat, melyek az Ubx gén mitkdésének lecsokkenésére utalnanak. Ennek egy
lehetséges oka, hogy két tovabbi TRE-régié taldlhato a bxd PRE egy Kkilobazisos
korzetében. Mivel ezek atfednek két gyengebb PRE-hatasu régioval is, Kizardlagos
eltavolitasuk nem lehetséges. Miikodésiik legyengitését trx-csoportba tart6zé6 mutéaciokkal
Kiséreltiik meg gy, hogy a megvizsgalt egyedek egyidejlileg hordoztak volna az &ltalunk



izolalt deléciokat és a homoldg kromoszdéman hianyzott a teljes Ubx-domén. Sajnos, az
adott mutdnskombinaciokat egyel6re nem siker(lt létrehozni a gyenge életképesseg és az
alacsony fertilitas miatt, de mddositott stratégiank reménnyel kecsegtet e téren.

Ha delécidinkat Gal4VP16 markergénhez kapcsoltuk, az UASGFP riportergén
fokozatos gyenguilését figyelhettilk meg a 18, 23 és 65 bp-os deléciok esetében az azonos
poziciéju és orientacioju, de deléciét nem hordozé kontroll inszercibhoz képest
embrionalis, larvalis és adult allapotban egyarant. Erdekes médon az atfeds, 135bp-tal
nagyobb (200bp-o0s) delécio esetében a kontrollhoz hasonlo, mig a 276bp-os delécid
esetében annal erGsebb GFP-expressziot tapasztaltunk. A legnhagyobb, 751bp-0s
delécioval a kontrollnal Kkicsit gyengébb GFP-intenzitast kaptunk. Ezen eredményeink jol
Osszeegyeztethetdek a kordbbi, transzgenikus eredményekkel. A fokozatos GFP
intenzitas-csokkenés megmagyardzhat6 a TRE-ban taldlt harom, a TRX-csoportba tartozé
ASHI fehérje kotéhelyeinek eltavolitasaval. A két nagyobb, 200 illetve 276 bp delécid a
markergént kozel helyezi egy, a 90 bp TRE-t is &tir6 nemkodold RNS transkripcios
startjahoz. Feltehetdleg a Gal4VP16 markergén profitdl ennek a promoéternek a
kozelségébdl (pl fokozott atiras, enhanszerek ,.elcsabitasa” révén). A legnagyobb delécio
(751bp) kiejti ezt az endogén promdtert, igy elveszik a pozitiv hatés.

A munkabol tobb angol nyelvii poszter és eléadas késziilt, és e témabdl készul Farkas
David fiatal kutato Ph.D. értekezése is.

In situ analysis of the maintenance element in the bxd cis-regulatory region of
Drosophila

(Déavid Farkas, Gabriella Kozma, Izabella Bajusz, Péter Kaltenecker, Henrik Gyurkovics
and Laszl6 Sipos)

Eléadas, Straub-Napok, 2013

Revealing the in situ function of the bxd TRE in maintaining the active state of the
bxd cis-regulatory region of Drosophila

(Dévid Farkas, Gabriella Kozma, 1zabella Bajusz, Henrik Gyurkovics and LaszI6 Sipos)
Poszter, Molekularis Elettudomanyi Konferencia, 2015)

3. A korai S1 és S2 embrionalis enhanszerek eltavolitasa
Elozmények

Kordbbi munkénk alapjan megallapitottuk, hogy minden delécié, mely eltavolitja
legaldbb a bxd PRE 185 bp-os magjat, dominans poszterior iranyd homeotikus
transzformaciot okoz a deléciora heterozigdta felndtt egyedekben. Az egyetlen kivétel az
altalunk létrehozott legnagyobb, 3 kb-os delécio, mely belevdg a PRE-t kozrefogo
embrionalis S1 és S2 embrionalis enhanszerekbe. Noha az adult fenotipus kialakitasaért a
késdi enhanszerek felelosek, nem a koraiak, eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy
egyfajta egyiittmiikodés johet 1étre a korai enhanszerek, a PRE és a késéi enhanszerek
kozott. Ennek a kdlcsdnhatasnak a felderitéséhez a két enhanszer killon-kiilon és egyiittes
eltavolitasat, dsszekapcsolasat PRE-deléciokkal és GaldVP16 marker génnel tiztiik ki
célul.



Elvégzett Uj kisérletek

Sikeresen létrehoztuk az S1 és S2 embrionalis enhanszereket kilon-kilon
eltavolitd vonalakat, melyekben a deléciok meglétét molekuldrisan is ellendriztiik. A S2-
deléciora homozigdta larvak kozponti idegrendszerében kismértékii szintcsokkenést
sikeriilt kimutatnunk az UBX-fehérje mennyiségében ellenanyagos festéssel
nagyfelbontast konfokalis felvételek segitségével, mig az S1-deléciés mutansok esetében
nem tapasztaltunk hasonld valtozast. A homozigéta felnétt egyedek vad fenotipust
mutattak mindkét esetben. Ugyanakkor mindkét régié hidnya mar heterozigota allapotban
is kozel 10 szazalékos repulésképtelenséget eredményezett, melynek méertéke
homzigdtékban tovabb fokozddott.

Az S1 és S2 delécidk létrehozasa soran a genomban maradd FRT-szekvenciakat
felhasznalva, helyspecifikus rekombinaciok segitségével megndveltik az eredeti
deléciokat, teljes egészében eltdvolitva ezaltal a 665bp-os bxd PRE régiot is. A S1
enhanszer hianya nem befolyasolta az Ubx gén ektopikus aktivalodasat és a poszterior
irdnyu transzformaciok létrejottét a PRE-t is eltavolito kettds delécios adult egyedekben.
Ezzel szemben az S2 enhanszert eltavolitd deléci6 megakadalyozta a PRE hianyaban
bekovetkezé Ubx-derepressziot és az ebbdl adoddé dominans fenotipus kialakulasat. Ez
alapjan elmondhatjuk, hogy az S2 korai enhanszer egyfajta szenzorként érzékeli, majd
valamilyen modon ,tovabbitja” a bxd cisz-regulator kromatinszerkezeti allapotat a késéi
enhanszereknek.

Az 15 kb-os S1 és az 1 kb-os S2 deléciékat egymassal hasonlé mddon
Osszekapcsolva, létrehoztunk egy olyan 5 kb-os deléciot, mely a két enhanszeren tdl a
kozottik elhelyezkedé 665 bp-0s PRE és a 90 bp-os TRE régiokat is eltavolitja. A
delécidra heterozigéta egyedek vad fenotipusiak, mig a homozig6takban gyenge,
részleges poszterior iranyti homeotikus transzformaciok figyelhetok meg. Ugyanakkor
egy er6s Ubx-mutécio, illetve a teljes Ubx-doment eltavolité delécié okozta, dominans,
anterior irdnyd transzforméaciokat kismértékben erésiti az 5 kb-0s delécio. Létrehoztunk
egy olyan konvertans vonalat is, amelyben az 5 kb-os delécioba visszaépittiik a 665 bp-0s
PRE-t. Noha az Ubx mutacidé illetve delécio jelenlétében jelentés mértékben
megerdsodott anterior irdnyu transzformaciokat figyelhetiink meg (ami a bxd régio
miikodésének szamottevd lecsokkenését jelzi), a homozigota egyedek vad fenotipusuak.
Vagyis, a két enhanszer- és a TRE-régi6 egylttes hidnyaban sem inaktivalja a
visszaépitett PRE a domént, a jelenlévo, bar tavoli megmaradt korai enhanszerek képesek
e feladat ellatasara.

A S1 és S2 enhanszereknek a lokalis kromatinszerkezetre gyakorolt hatasat
GaldVP16 markergén segitségével vizsgaltuk UASGFP riportergén jelenlétében
embridkban, larvakban és adult egyedeken. Ehhez a két enhanszert kiilon-kilon eltavolitd
deléciét a mar ismertetett FRT-rekombinacioval hozzakapcsoltuk Gal4VP16-inszerciés
vonalainkhoz. Mig az S2 enhanszer hidnya dramaian lecsokkentette a GFP riportergén
kifejezodésének mértéket a kontrollként hasznalt azonos pozicidju €s orientacioja,
deléciomentes inszerciohoz képest, addig az S1 enhanszer hianyaban csak kismértékben
csokkent a GFP-okozta fluoresszencia intenzitdsa. Ugyanakkor az S1 deléciés
heterozigéta egyedek kozponti idegrendszerében a GFP kismértékii, ektopikus



kifejezodését figyeltik meg, vagyis az S1 enhanszert tartalmazo 1.5 kb-os régié gyenge
PRE-keént is viselkedik.

A munkabol tobb angol nyelvii el6adés és poszter késziilt, és elkésziilt Kiss Viktoria volt
Ph.D hallgato értekezése is, melynek javitasa folyamatban van.

Viktoria Kiss and Laszl6 Sipos: In situ analysis of different cis-acting elements in the
bxd regulatory region (Eléadas, Molekuléris Elettudoméanyi Konferencia 2015. marcius
27-29. Eger)

Viktoria Kiss and L&szIlé Sipos: In situ dissection of embryonic enhancers flanking
the bxd maintenance element of Drosophila (Poszter, MTA Szegedi Biologiali
Kutatdékozpont, Straub - Napok, 2013. majus 29-30.)

4. A bxd PRE és kornyezete lokalis kromatinszerkezetének kozvetlen
tanulmanyozasa GFP markergén segitségével

Elozmények

A 665 bp-os bxd PRE-t eltavolitd deléciéhoz kapcsolt Gal4VP16 markergén és
UASeGFP riportgén jelenlétében nemcsak a GFP nagymértékii ektopikus kifejezddését
tapasztaltuk, hanem a GFP-intenzitas jelentds csokkenését is. Ebbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy a PRE nemcsak silencer-ként miikodik, hanem rendelkezik enhanszer-horgonyzé
képességgel is.

Elvégzett Uj kisérletek

FRT-rekombinéacié segitségevel létrehoztunk o6t olyan vonalat, melyekben
kiilonb6z6 darabjai hidnyoznak a 665 bp-0s bxd PRE-nak és ugyanakkor hordozzék a
GaldVvP16 markergent is. Az igy kapott delécios-inszercios mutaciok lokalis
kromatinszerkezetre gyakorolt hatasat UASeGFP riportergén jelenlétében vizsgaltuk,
azonos pozicidju és orientacioju, deléciomentes inszerciokat hasznalva kontrollként.

Sikerilt azonositani a 665 bp-0s bxd PRE disztalis szélén egy olyan kisméretii
DNS-szakaszt (~140 bp), melynek hidnya a GFP-intenzitas kismértékii, de észlelhetd
lecsokkenését okozta, ugyanakkor a GFP kifejezddése nem lett ektopikus. Ezzel
ellentétben, a bxd PRE 185bp-os magjanak eltavolitdsa ektopikus GFP-expressziot
okozott, de a fluoresszencia intenzitdsa nem valtozott. A maggal atfedd, disztélis irdnyba
95 bp-ral nagyobb, 280bp szakasz hianya egyszerre ndvelte az ektopikus kifejez6dés
mértékét és csokkentette az GFP-intenzitdst. A maggal atfedd, proximalis iranyba 260p-
ral nagyobb, 445 bp-os szakasz hianya nem novelte az ektopikus kifejezdés mértéket, de
kismértékben csdkkentette a GFP-intenzitast. Ugyanakkor a 445bp-os szakasszal atfedo,
disztalis iranyba csak 46bp-ral kisebb 399bp-0s szakasz hianya nem okozott se ektopikus,
sem csOkkent mértéktit GFP-kifejezddést. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a 665
bp-os bxd PRE-ban struktdralisan és funkcionalisan csak részlegesen szétvalaszthato a



mar kordbban is ismert silencer és az altalunk felismert enhanszer-horgonyz6 funkcio.
Ugy tiinik, hogy mindkét funkciét tobb elembél allo, egymassal részben atfedd, teljesen
el nem kiilonitheté modul latja el.

A teljes 665 bp-os bxd PRE régiot és annak harom, egymassal részlegesen atfedd
fragmentjeit helyspecifikus integracio segitségével beépitettiik az eredeti helyiiktdl tobb,
mint 100kb tavolsagra talalhatd, az Abd-B doménben 1év6 iab-7 PRE helyére Gal4VP16
markergénnel egy(tt. Nemcsak a teljes 665bp-0s bxd PRE, hanem mind a harom, kisebb
méretii bxd PRE-fragment is képes volt visszaszoritani az iab-7 PRE hidnyaban észlelt
ektopikus GFP-expressziot. A leger6sebb GFP-intenzitést a teljes bxd PRE-t tartalmazo
integrans esetében észleltik, ezt kovette a bxd PRE disztélis részét hordozd integréns,
megerdsitve ezaltal az eredeti kdrnyezetben nyert adatainkat, miszerint a bxd PRE ezen
szakasza kiemelt fontossagu az enhanszerek horgonyzasa szempontjabol. A proximalis és
a centrélis részeket tartalmazo integransokban tapasztaltuk a leggyengébb, egymaéstol
nem megkilonboztethetd GFP-intenzitast.

Egyeb, a munkatervben nem szereplo elvégzett kiserletek:

Bar a csokkentett koltségvetés miatt a modositott munkatervbol kihagytuk, de a
késdbbiekben, munkédnk soran, eredményeink kozlés¢hez esszencidlisnak tartottuk, hogy
az eredeti munkatervben szerepl6 ,,II1./3. A bxd PRE és kornyezete lokalis kromatin-
szerkezetének kozvetlen tanulmanyozdsa GFP markergén segitségével” feladatot mégis
elvégezzik.

Vizsgélataink sorén kiderilt, hogy a bxd PRE-ba, vagy annak kdzvetlen kézelébe
épitett, a GaldVP16 markergén kifejez0dését biztositdo, P-elem promoéter igen erdsen
kompetal a téle ~ 25kb-ra 1év0, endogén Ubx promoterrel a bxd régioban 1évo
enhanszerekért. Kétféle lehetdséget is kitalaltunk e kompeticid mechanizmusara:

- kdzvetett modon, a PRE az Ubx promoteréhez hurkolédva magaval cipelve a P-
elem prométerét, mely kompetal az Ubx promoterhez hurkol6dé enhanszerekért

- kozvetlenul, eredeti helyén kompetdl a PRE-kozeli P-prométer az Ubx
prométerrel az enhanszerekért

Ha az els6 lehet6ség az igaz, akkor, ha eltvolitjuk/levalasztjuk az Ubx prométert
a vele egy doménben 1évé enhanszerekt6l, a P-prométer nem, vagy csak kevésbé tud
majd kompetdlni az enhanszerekért, csokkennie, vagy megsziinnie kell az UASGFP
riportgén expresszidjanak, hasonléan ahhoz a megfigyelésiinkh6z, amit a PRE hianyaban
észleltink. Ha a masodik modell az igaz, akkor az Ubx promoter Kiejtése nemhogy
csokkentené, hanem inkabb fokozna a Gal4dVP16 ¢és az UASGFP kifejezddésének
mértéket.

A promoter-kompeticié mechanizmusanak tesztelésére levalasztottuk az Ubx gén
promoterét egy, a vele azonos kromoszoman 1évé bxd PRE-hoz kozeli, Gal4VP16
inszerciotol egy izolator régio beépitésevel. Fluoresszencian alapuld vizsgélataink a
masodik mechanizmus helyességét latszanak igazolni, vagyis a PRE-kdzeli P-elem
prométer az Ubx promdterhez vald kapcsolddas nélkil is, eredeti helyén, hatékonyan



kompetal a vele azonos doménben 1évé enhanszerekért. Folyamatban van az Ubx gén 5’
végenek teljes eltdvolitasa is. E kisérleteink soran egy, a kutatdsainkat és az uralkodo
tudomanyos nézetet is nagymértékben befolydsolhaté eredményhez is jutottunk: az Ubx
gén promoter-upstream szakasza €s a bxd PRE kozott FRT-szekvenciak révén inverziot
létrehozva erés dominans, poszterior iranyi homeotikus tarnszformacidkat észletiink,
noha a PRE jelen volt a régidban. Ez alapjan ugy tlinik, hogy a PRE in situ silencer
hatasa fligg a poziciojatol, nem véletlenil talalhaté normalisan a domén kdzepén.

5. A bx PRE in situ boncolasa
Elozmények

Az Ubx gén bx cisz-regulator régioja a transzkripcios starttdl ,,downstream” talalhato,
intronikus kdrnyezetben. A transzkripcids starttol ~ 30 kb-ra talalhat6 az a pontosan nem
definialt, ~1,5kb-o0s szakasz, ami PRE-ként miikodik kromatin-immunprecipitacios és
transzgenikus kisérletekben. Ezen belll, egy 380 bp-os régdéban a (bxd PRE-hoz
hasonloan, de attol kisebb mértékben) feldisulnak a GAGA faktor és PHO fehérjék
kotéhelyei, melyekrdl korabban kimutattuk, hogy esszencialis szerepet toltenek be a bxd
PRE in situ mikodésében. Tovabba, korabbi egyiittmiikodd partneriink, Welcome Bender
(Harvard Egyetem, BCMP, Boston) 4 fliggetlen P-elem inszerciét izolalt ebben a kis
szakaszban, hasonldéan a bxd PRE-hoz. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy ez a 380 bp-o0s
szakasz képezheti a bx PRE ,,magjat” (szintén hasonl6an a bxd PRE-hoz).

Elvégzett Uj kisérletek

Els6 1épésként leteszteltiik, hogy a rendelkezésre allo, ide integralodott 4 P-elem
kdzal melyik ,ugrik” legjobban, ezéltal melyiket hasznéalhatjuk a leghatékonyobban
génkonverzios Kisérleteinkhez. A ,,gy6ztes” P-elem a 380 bp-os régio kozéps6 részén
helyezkedik el. Raadasul, a benne 1év6 3 darab FRT-szekvencia segitségével majdnem
minden ,,idegen” DNS-szakasz (markergének, T7 promoter, stb) eltavolithatd beldle, igy
hasznalhat6saga tovabb fokozhat6. A transzgenikus, hésokkal indukalhato flp-4z enzim
segitségével ezt meg is tettlik, és homozigdta torzset hoztunk létre a ,kibelezett” HF668
P-inszerciobol.

Ot kiilonbdzd génkonverzids konstrukciot sikeriilt beépiteniink eddig a kiszemelt
380 bp-os régio teruletére. Mindegyikben kozds, hogy loxP szekvenciak vesznek kozre
olyan kromoszomalis szakaszokat, melyeket késdbb hdindukalhatdo Cre-rekombinéz
segitségével eltavolithatunk. (Ebben az esetben szandékosan nem a bxd PRE
boncolasahoz hasznalt FRT-szekvencidkat alkalmaztunk, hogy a késébbiekben, a kettds,
bx és bxd PRE-delécids egyedek létrehozasakor az esetleges problémakat elkeriilhessuk).
Szintén ujitasunk, hogy a kiejtendd genomikus szakaszokat kdzrefogd loxP helyeken
kivilre helyeztik el a Gal4VP16 markergenunket, hogy ne csak konverziés markerként
hasznalhassuk, hanem a deléciok létrehozdsa utan riporterként is funkciondlhasson
UASGFP transzgén jelenlétében. Ugyanakkor a Gal4VP16 gént I-Scel szekvenciak kdzé
épitettlik be, hogy sziikség esetén mégis megszabadulhassunk téle, ,.tiszta”, idegen DNS-
mentes deléciok Iétrehozasakor. Mindezen Otletekkel a konvertansaink késobbi



felhasznalhatdséagat igyekeztiink fokozni, ugyanakkor lecsékkenteni a sziikséges munka
¢s 1d6 mennyiségét.

Az 1. konvertansunkban 280 bp talalhaté a loxP szekvenciak kdzott, mig 100 bp
mar eleve hianyzik. Bér ezen konvertansaink mutattak némi gyenge, dominéns fenotipust
(a billérek redukcioja, a 3. lab ,,gérbesége”) ami a bx PRE funcidjanak megzavarasara
utal, ez a fenotipus megsziint, ha a 2.3 kb inszerciét okoz6 Gal4VP16 markergént
eltavolitottuk. A beéplilt konvertans vonalakban az UASeGFP riportergén kifejez6dése
nem ektopikus, PS5-specifikus; ugyanakkor a kdzrefogott 280bp-0s régid eltavolitasa a
riportergén dramai ektopikus aktivaciojat okozta (a GFP az els6 és masodik par labban is
kifejez6dott, eltéréen a kontroltdl, melyben csak a harmadik ldbban tapasztaltunk
expressziot). Ennek ellenére, a 380bp eltdvolitasa nem okozott domindns homeotikus
transzforméacidkat, amiket a bx PRE-t6l megfosztott, ektopikusan kifejez6d6 Ubx gen
okozhatna.

A 2. konvertansunkban a 380 bp bx-szekvenciat az iab-7 régiobdl szarmaz6 PRE-
val helyettesitettiik. Ezen vonalaink igen rossz ¢életképességiiek, a markergén intenzitasa
lecsdkkent az 1-hez képest, de akércsak az 1-ben, PS5-specifikusan fejezédik ki.

A 3. és 4. konvertansainkban a teljes 380 bp-os bx-szakasz a loxP szekvenciak
kozott helyezkedik el. Mig a 3-ban a Gal4VP16 markergén az 1. és 2. konvertansokhoz
hasonldéan, a loxP-kozrefogott szakasz proximalis végénél van és az Ubx gén
transzkripciojaval megegyez6 iranyba irodik at, addig a 4-ben a markergen a loxP-
kozrefogott szakasz disztalis végénél van és az Ubx gén transzkripcidjaval ellentétes
irdnyba irodik at. A létrehozott delécidk, hasonléan a 1. konstrukthoz, nem okoznak
homeotikus transzformaciokat.

A 5. konstrukt segitségével létrehozott 744bp delécidé sem okozott lathatd
poszterior iranyl transzforméaciokat, de Kissé erdsitette az Ubx mutacio jelenlétében
¢észlelhetd, ellentétes, anterior iranya transzformaciokat. Ez arra utal, hogy elérhettliik a
kozeli bx enhanszer hatarat. A GFP kifejez6dés tovabbra is ektopikusnak bizonyult, de
erOsségének mértéke varatlanul feler6sodott (ez a bxd PRE-deléciok esetében pont
ellentésen valtozik). Eredményeink alapjan terveztink és létrehoztunk egy 6.
konstrukcidt is, ami az eddig létrehozottakkal ellentétes iranyba tavolit majd el egy
tovabbi 1kb-os régidt, teljes mértékben lefedve ezaltal a bx PRE elméleti terliletét.

Egyéb elvégzett, a modositott munkatervben NEM szerepld feladatok:

Munkéank soran szintén rajoéttink, hogy az Ubx gén egymassal szomszédos, bx és
bxd cisz-regulator régioinak, illetve az inaktiv allapotukat fenntarté PRE-k szélesebbkori
¢s mélyebb betekintést lehetdvé tévd kolcsonhatasanak vizsgalatat nagymértékben
megkonnyiti, ha két kiillonbozo, igy egyszerre vizsgalhato, in vivo fluroesszencian alapuld
,molekularis erdsitérendszert” alkalmazunk. Ezért a bxd régié tanulmanyozasahoz mar
sikerrel alkalmazott, éleszt6b6l szarmazo Gald-UAS rendszer mellett céljainkhoz
alkalmassa tettiik a Neurospora-bol szarmazé Q- (QF-QS-QUAS) szisztémat (Potter et
al., 2010, Cell). Ehhez a QF aktivator gént, hasonléan az &ltalunk hasznalt hibrid
GAI4VP16 génhez, P-elem promoterrel és Hsp70 transzkripcios terminator szekvenciaval
lattuk el, majd két 0j génkonvertanst hoztunk Iétre a bxd PRE-ban. Ezek segitségével
eltavolithatunk a bxd PRE esszencialis magjat is atfogd 280 bp-os szakaszt, melynek
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hidnya korabbi vizsgalataink alapjan igen erés ektopikus aktivaciojat okozza a bxd
régionak. Ugyanakkor a régidban marad az aktivaldo QF faktor, melynek derepresszijat
QUAS-GFP illetve -RFP segitségével nyomon kovethetink. A megfeleléen
megvalasztott UAS-RFP illetve UAS-GFP segitségével pedig egy id6ben vizsgalhatjuk a
bx régi6 miikodését PRE jelenlétében és hianyaban egyarant. Eldzetes, konfokalis
fluoresszencids mikroszkopos vizsgdlataink meglepd ¢és egyuattal igen latvanyos
eredménnyel szolgaltak: a bx és bxd régio aktivitasi mintazata kdlcséndsen exkluziv,
kvazi komplementere egymasnak: embridban a hetedik paraszegmentt6l hatra a bx régié
aktivitdsa az anterior, mig a bxd régiéé inkébb a poszterior kompartmentjére korlatozodik
az adott paraszegmentnek. Kivancsian varjuk, hogy megvaltozik-e majd ez a mintazat-
eloszlas egyik/masik vagy mindkét PRE hianydban, mind cisz-, mind transz-helyzeti
riportergének esetében.

Sajnos Kisérleteink elvégzését nem vart nehézségek (fertilitsi és életképességbeli
problémak, lecsokkent csoportlétszam), az eredmények kiértékelést és kozlést pedig
betegségem nagymertékben hatraltatta. Ugyanakkor jelentés mennyiségii nem tervezett,
addicionalis kisérletet is elvegeztiink, melyek szamos Uj és érdekes adattal szolgaltak,
illetve segithetik eredményeink kdzlését.
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