A palyazat tartama alatt végzett munkank azt a célt szolgalta, hogy a homeotikus bithorax
génkomplex (Bx-C) kifejez6désének epigenetikai szinten vald szabéalyozasat jobban feltarjuk,
illetve megértsiik az ecetmuslicéaban.

A Bx-C harom homeotikus fehérjekddold gént, az Ultrabithoraxot (Ubx), abdominal-A-t
(abd-A) és az Abdominal B-t (Abd-B) foglal magéba. Ez a harom gén hatdrozza meg a 3.
torszelvény, (T3) és az 0sszes potrohszelvény (Al - AS8) identitdsat a muslicaban. Ezek a
szelvények a korai embriogenezis soran kialakulo 5. — 14. paraszegmentekbdl szarmaznak. Az
Ubx, abd-A és Abd-B kifejezodését egy Osszetett, 300 kb hosszit DNS szakaszt lefed6 cisz-
regulator régi6 szabalyozza. Molekularis genetikai elemzés segitségével ezt a terjedelmes
régiot 9 szelvény/paraszegment-specificus alrégiora (abd/bx, bxd/pbx, iab-2 — iab-8)
osztottdk. Figyelemreméltdé modon, a komplex génjei és szabalyozd régioik abban a
sorrendben helyezkednek el a kromoszoman, amelyben az altaluk meghatarozott szelvények
kovetik egymast.

Vizsgalatink soran az Ubx gén kifejez0dését a PS6-ban (amely a 3. torszelvény hatulso, és az
els6 potrohszelvény eliilso felének felel meg) szabalyozd bxd/pbx (rdviden bxd) cisz-
regulator régioban, illetve kisebb mértékben az Abd-B kifejez6dését a 7. potrohszelvényben
(PS12) szabalyozd iab-7 régioban végeztiik. Tipikusan a cisz-regulatorok miikodését a
kovetkezo specialis szekvencia részletek biztositjak:

(1) Az iniciator elemek a cisz-regulatorok korai aktivalodasahoz, illetve

inaktivacigjahoz sziikségesek. Korai transzkripciods faktorok (GAP,

PAIR-RULE fehérjék) kotohelyeit tartalmazzak megfeleld elrendezésben.

(2) A fenntartd elemek (Polycomb Response Elements PREs, Trithorax Response Elements,
TREs, egyiittesen Maintanence Elements (MEs) azon transz-hatasu faktorok (a Polycomb
csoport, PCG, illetve a trithorax csoport TRXG tagjainak) timadéaspontjai a DNS-en, melyek
felismerik egy adott cisz-regulator aktiv, illetve inaktiv allapotat, és a tovabbiakban az egyed
teljes élete folyaman fenntartjak azt.

(4) A hatarol6 elemek (izolatorok, boundary régiok) megdrzik a cisz-reguldtorok autoném
mikodését azaltal, hogy meggatoljak az adott cisz-regulator aktiv, illetve inaktiv allapotanak
(5) A cisz-regulatorokban talalhato (sejttipus- vagy szovet-specifikus) enhanszerek biztositjak
a hozzajuk tartozd homeotikus gén szelvényspecifikus expresszios szintjét, illetve a
homeotikus gének adott sejtre vagy szovetre jellemz6 expresszios mintazatat.

Ezek a ciszhatasu elemek természetesen mind a bxd, mind az iab-7 cisz-regulator régidoban
megtalalhatok

Az egyik legérdekesebb kérdés a Bx-C szabdlyozasaval kapcsolatban az, hogy a nagyon
nagyméretli (pl. a bxd esetében hozzavetdleg 55 kb hosszu) cisz-regulator régiokban talalhatod
ciszhatast elemek hogyan talaljak meg a célgén promoterét?

A most lezarult palyazat ideje alatt végzett munkank legfontosabb eredményei az Ubx
promoter és a bxd PRE fizikai kolcsonhatdsanak felismeréséhez ¢€s vizsgalatahoz
kapcsolodnak. A korabbi ismeretek szerint a bxd PRE funkcidja az, hogy az els6
potrohszelvényt6l elorébb elhelyezkedd szelvényekben az egész, mintegy 55 kb hosszi bxd
cisz-regulator régiot az egyedfejlodés végéig zart, inaktiv allapotban tartsa. Eredményeink azt
sugalljak, hogy a bxd PRE az aktiv, nyitott konformacioban 1évé bxd regulator régidoban
részleges ,silencer’-ként hatva modositja az Ubx gén kifejezodésének szintjét. Erre
elsdsorban abbol a korai megfigyelésbol kovetkeztettiink, amely szerint a bxd PRE hidnyaban
nemcsak ektopikusan aktivalodik az Ubx gén olyan szelvényekben, ahol normalis
kortilmények kozott inaktiv, hanem megemelkedik a kifejezddési szintje azokban a
szelvényekben is, amelyekben az Ubx gén a bxd cisz-regulator szabalyoz6 hatdsa alatt all,



azaz a bxd egyébként is nyitott, aktiv allapoti. Annak érdekében, hogy a PRE-knak ezt az
eddig fel nem ismert, a cisz-regulator régioban elhelyezkedd enhanszerek hatasat modulalo
szerepét jobban megértsiik, Gal4VP16 riportergént épitettiink be a bxd PRE kornyezetébe.
Az ezzel a rendszerrel kapott elsd megfigyelésink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a bxd
PRE kozvetlen kozelébe -eclhelyezett, GaldVP16 riporter-génhez kapcsolt P promoter
hatékonyan képes versengeni az endogén Ubx promoterrel, de elvesziti ezt a képességét, ha
eltavolitjuk a bxd PRE-t melldle (lasd a Munkaterv II alpontjaban leirtakat). Az elmult évek
soran ugyanezt a kisérleti rendszert hasznalva jelentésen kozelebb keriiltiink ahhoz, hogy
megertsiikk, hogy a kromatin milyen térbeli strukturdjaban valosul meg az Ubx gén
kifejez6dési szintjének PRE-medidlta szabalyozdsa az aktiv cisz-regulator doménben
embrionalis, larvalis és felnott szovetekben, elsdsorban ellenanyag-festést kovetd konfokalis
mikroszkopia és fenotipus-analizis segitségével. A kisérletek tételes felsorolasa hosszadalmas
és nehézkes lenne, ezért a zardjelentésben a konkrét kisérletek vazlatos leirasa mellett
els@sorban a beldliik adodo fontosabb kovetkeztetéseket ismertetjiik:

1.

1.1. Kisérleteink arra a varatlan eredményre vezettek, hogy a bxd PRE és a GaldVP16
enhanszereit atszervezni oly modon, hogy az enhanszerek a markergén promoterhez
kapcsolodnak, ezaltal olyan alternativ ,,aktiv kromatin tengelyt” (active chromatin hub)
kialakitva, amely erds versenytarsa az Ubx promoter koriil normadlisan kialakulé aktiv
tengelynek minden életszakaszban és minden altalunk vizsgalt szovetben. (A bxd PRE és a
riportergén promoétere az Ubx promotertdl hozzavetdleg 25 kb tavolsagban talalhat6.) Ennek
az a feltétele, hogy a Gal4VP16 promotere a PRE kozvetlen kozelében legyen. Példaul ha a
Gal4 VP16 riporter-gént megforditjuk, ez a hatas 1ényegében megsziinik, mivel a prométer kb.
2,5 kb-sal, a riportergén hosszanak megfeleld tavolsaggal tavolabb keriil. Az alternativ idegen
promoter — PRE — enhanszer kapcsolat kiillondsen erds olyan testszelvényekben, ahol a bxd
hatdsok kovetkeztében alacsony, azaz az Ubx promoter — enhanszer kapcsolat eleve
gyengébb. Példaul a kozponti idegrendszer (CNS) elsé potrohszelvénynek megfeleld részétol
hatrafelé haladva a test hossztengelye mentén az Ubx gén kifejezddése fokozatosan csokken,
mig a Gal4 VP16 kifejezddése [ényegében valtozatlan marad. Az erés kompeticié nemcsak az
Ubx gén kifejezodésének jol detektalhatd csokkenésében, hanem a fenotipus szintjén is
megnyilvanul, amennyiben az Ubx gén mutdns valtozatara jellemz6 transzformaciok jelennek
meg mind a CNS-ben, mind a felnétt allat megfeleld testtajan (az elsd potrohszelvényben).
Arra nézve, hogy a PRE ¢és a kozeli promodter milyen mechanizmuson, illetve
fehérjekomplexeken keresztiil alakitja ki azt az 1j DNS-fehérje platformot, amely alternativ
enhanszeoszoma kialakitasat teszi lehetové, jelenleg nincs elképzelésiink, erre a kérdésre a
jovoben célzottan megtervezett kisérletek adhatnak valaszt.

1.2. Ha a Gal4VP16 promotert a PRE kozvetlen kdzelében hordozé kromoszoma vadtipusu
kromoszémaval parosodik, a GaldVP16 kifejezédése pontosan, sejtrél sejtre, térben és
intenzitasban is koveti az Ubx-ét. (Az ecetmuslica testi sejtjeiben a homoldg kromoszémak
interfazisban is szorosan parosodottak.) Ez azt jelenti, hogy a Gal4VP16 promotere ebben az
estben is kompetal ugyan az Ubx promoterével az elérhetd enhanszerekért, azonban a
kompetici6 itt mas jellegli. Az észlelt kifejez6dési mintdzatot azzal lehet magyarazni, hogy a
vad kromoszomaval val6é parosodas megakadalyozza az alternativ aktiv tengely kialakulasat a
Gal4VP16 promoter koriil, és mintegy kaptafaként szolgalva rakényszeriti a riportergént
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hordozé6 kromoszémara a vad kromoszoma térbeli konformaciojat. A parosodott



homologokon mindkét bxd PRE (és a PRE révén a par nélkiili Gal4 VP16 promoter) térben az
Ubx gén kozvetlen kozelében helyezkedik el, és ennek az elrendezddésnek a
kovetkezményeként a Gal4VP16 promotere osztozik a vele azonos térrészben helyet foglalo
két, parosodott Ubx gén promoterével a velilkk ugyancsak azonos térrészben helyet foglald
enhanszerek hatasan.
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1.3. A riportergén kifejez6dési mintazatara vonatkozo fenti magyarazatot alatdimasztja az az
eredmény, hogy ha a Gal4VP16 mell6l eltavolitunk egy, a bxd PRE-t ismereteink szerint
teljes mértékben magéaban foglalé 665 bp hosszi DNS szakaszt, a Gal4VP16 kifejezddése
elvalik az Ubx-étol, és jorészt csak a periférikus idegrendszer sejtjeiben észlelhetd, ahol az
Ubx maga alig kimutathatdé mértékben expresszalodik. Ez annyit jelent, hogy a PRE
hidnyaban a riportergén promotere kizarddik abbol az aktiv kromatin tengelyb6l, amelynek az
Ubx promoter és az adott sejttipusban mitkddd enhanszer(ek) mellett a PRE is része, és
amelyhez a PRE autondm moddon, sajat mikodésének részeként csatlakozik. Ugyanakkor a
befolyasolja a mellette elhelyezked6 Gal4 VP16 promoter targetalodasat, annak ellenére, hogy
ez a delécid jorészt elrontja a PRE miikodését. Ugyanezt az eredményt kaptuk, amikor a 185
bp hosszi PRE magszekvencidban elrontottuk az dsszes GAGA factor, és az Osszes PHO
kotohelyet. A mutans PRE az inaktiv konformaciot éppen ugy képtelen fenntartani, mint a
185 bp-os delécio, és ahhoz hasonldan alig befolyasolja a riportergén ,.targetalodasat”. Ezek
az adatok felvetették annak a lehetéségét, hogy a PRE zart konforméciot fenntartd
mukodéséhez sziikséges elemek nem azonosak a targetald funkcidban kulcsszerepl
fehérjékkel. Ezt a kovetkeztetésiinket alatdmasztotta az a kisérleti eredményiink, amely szerint
a PRE inaktivalo hatasaban kulcsszerepii, a Polycomb géncsoportba tartozo extra sexcombs
(esc) gén mitkddésének teljes hidanyaban sem sériil a PRE régionak (illetve a hozza kapcsolt
riportergének) az Ubx promoterhez vald targetalodasa, annak ellenére, hogy a zart, inaktiv
konformacié fenntartasa teljesen megsziinik ebben a mutans hattérben. Hasonld eredményt
kaptunk, amikor az esc gén mutans valtozata helyett a Polycomb gén homozigbta mutans



valtozatat hasznaltuk. Ezek az eredmények egyiittesen hatarozottan arra mutatnak, hogy a
bxd PRE inaktiv konformaciét fenntarté és ,targetald” hatdsa egymastol kiillonbozo
fehérjekomplexek miikodésének lehetnek az eredményei. Ebben az esetben elképzelheto,
hogy a két funkci6 fizikailag is elvalaszthaté egymastol. Ennek a lehetoségnek a vizsgalatara
létrehoztunk olyan delécidkat, amelyek a teljes 665 bp hosszi szakasz kiilonb6z6 részeit
tavolitjak el in situ. Kisérleteink eredményét abban lehet Osszefoglalni, hogy a PRE
targetalashoz, de a megfigyelt teljes hatashoz mindegyik épségére sziikség van. Vagyis a
targetald funkcioé a PRE silencer funkcidjadhoz hasonléan moduléris szerkezetii, attdl részben
kiilonbozo, de azzal atfedd szakaszon oszlik meg. A tovabbiakban az egyszeriiség kedvéért a
PRE-vel atfed6 targetalé funkcioju szakaszokat egylittesen Targetald Elemnek (Targeting
Element, TE) fogjuk nevezni.

Természetesen elvben felmeriilhet az a lehetdéség, hogy a bxd PRE altalunk észlelt
»targetalodasa” az Ubx promoterhez csak mitermék, azaz annak a kovetkezménye, hogy egy
idegen promoéter kozelsége olyan fehérje komplexek kotodését teszik lehetové, amelyek
egyaltalaban nem jonnek létre az idegen promoter hianyaban, vagy ha az a PRE-t6l nagyobb
tavolsagban foglal helyet. Ezt a lehetdséget épp az a megfigyelésiink teszi valdsziniitlenné,
hogy a vad kromoszoémaval vald parosodas eredményeként 1étrejové Gal4VP16 kifejezodési
mintdzat meglehetds pontossaggal koveti az Ubx gén kifejez0dési mintazatat, mig a parosodas
hidnyaban attol eltér. Vagyis a vad kromoszomén a PRE ¢és a bxd domén enhanszerei egyarant
nagyrészt az Ubx promoter kdzelében tartézkodnak, mig PRE - Gal4VP16 promoter
parosodas hianyaban ettdl a térbeli helyzettol tériti el az enhanszerek egy részét.

A targetdlodas mitermék jellegét jorészt kizdrja az a kisérletsorozatunk, amelyben azt
kivantuk megvalaszolni, vajon a PRE-vel atfed6 targetdldo szekvencia a bxd cisz-regulator
enhanszereinek az endogén Ubx promoter kdrnyékére vald szervezésében is részt vesz-e. Erre
a lehetdségre éppen az hivta fel a figyelmiinket, hogy a PRE a szomszédos helyzetii
Gal4VP16 promoterrel egyiittmiikddve képes részben ,eltériteni” a kérdéses enhanszereket.
Vagyis arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a bxd enhanszerek a TE-tdl teljesen
fiiggetleniil keriilnek-e fizikai kapcsolatba az Ubx promoterrel, vagy a TE kdzvetlentil
szerepet jatszik ebben a folyamatban. Az utdbbi lehetdségnek ellene szol az a korabbi
megfigyelés, amely szerint a PRE/TE eltavolitdsa nem okoz €szlelheté Ubx funkciovesztéses
fenotipust, éppen ellenkezdleg, az Ubx normalisndl elorébb megjelend kifejezddését
eredményezi. Ez azonban nem zarja ki azt a lehetdséget, hogy a TE részt vesz ugyan az
enhanszer-promoter kapcsolat szervezésében, de ez a funkcidja a bxd cisz regulator egészét
tekintve redundans.

Kivalasztottunk két, egymashoz méretben hasonld, régota ismert deléciot, amelyek
homozigéta formaban csak a billér hatsé felében (azaz az utdtor hatsé felében) okoznak
muténs, funkcidvesztéses fenotipust (részben szarnnya transzformaljak ezt a teriiletet), ezért
postbithorax’ (pbx")és postbithorax’ (pbx’)néven ismertek. A fenotipusuk alapjan vilagos,
hogy mindkettd eltavolit egy nemredundans enhanszert, amely csak a billér hatulso felének
normalis kialakulasahoz sziikséges. Lényeges kiilonbség a két delécid kozott abban van, hogy
a pbx” eltavolitja a bxd PRE/TE-t is, mig a pbx’ nem, és az utobbi teljes egészében a PRE/TE-
tdl az Ubx promoéterhez viszonyitott disztalis irdnyban helyezkedik el. A két deléciot hordozd
torzset olyan, altalunk eldallitott mutans vonalakhoz kereszteztiik (lasd a 4. pont alatt
leirtakat), amelyekben egy hatarolo szakasz vagy kozvetleniil a PRE/TE régiotol proximalisan
(753 —Gal), vagy attol kozvetleniil disztalisan (643 —Gal) helyezkedik el. Ebbol az
elrendezésbol az kdvetkezik, hogy a billér enhanszer egyik esetben sem képes a cisz helyzetii



Ubx promoterrel kapcsolatba 1épni, (ami normalis koriilmények kozott egyenértékli azzal,
mintha az enhanszer hianyozna ezekr6l a kromoszomarodl), de az elsé esetben a PRE/TE képes
»kommunikalni” a billér enhanszerrel, mig a masodik esetben nem. Azt az eredményt kaptuk,
hogy az a kromo6széma, amelyben a hatarold elem a billér enhanszert elvalasztja a PRE/TE
régi6tol, nem képes komplementalni sem a pbx’, sem a pbx’ kromoszomat, vagyis a billér
hatulsé fele hozzavetdlegesen olyan mértékben marad transzformalt, mint a homozigdta
deléciok esetében. Ez teljes egészében megfelel a varakozasnak, hiszen a billér enhanszer
egyik kromoszoman sem mitkodik. Abban az estben azonban, amikor a PRE/TE a billér
enhanszerrel azonos oldalon helyezkedik el, a hatarolé elemet hordozé kromoszoéma jelentds
mértékben komplementalja a pbx’ delécios kromoszomat, azaz a billér fenotipusa kozelit a
vadtipushoz. Ezzel szemben ilyen komplementaciot nem taldlunk, ha a billér enhanszer és a
PRE/TE a hatarol6 szakasz ellentétes oldalan helyezkedik el, azaz a két elem kozti kapcsolat
gatolt. Ezt csak ugy lehetséges magyarazni, hogy a PRE/TE képes a billér enhanszert
atvezetni a transzhelyzetli Ubx promoteréhez. Ebbol az kdvetkezik, hogy a PRE/TE valoban
részt vesz az enhanszerek és az Ubx promoéter kozti kapcsolat szervezésében, és ez a
mikodése a fent leirt, kiillonleges mutans kombinacidoban meg is nyilvanul.

Akkor sem tapasztalunk komplementaciot, ha a hatarolé elemet hordozo kromoszéma a pbx’
kromoszémaval, amely nem tavolitja el a PRE/TE régiot, van szemben. Ezt a megfigyelést
ugy magyarazzuk, hogy az ép PRE/TE elfoglalja a cisz helyzetii Ubx promoter kdrnyezetét,
ezaltal akadalyozza a transzhelyzeti PRE/TE-t abban, hogy megkozelitse ugyanezt a
promotert.

Erdekes eredményre vezetett az a kisérletiink is, amiben a j6l komplementdlo 753 —Gal
kromoszomat egy Ubx pontmutaciot (Ubx" ") hordozé kromoszomaval kombinaltunk. Ebben
az esetben is részleges komplementaciot tapasztaltunk, ami csak ugy magyarazhato, hogy a
PRE/TE nemcsak a transzhelyzeti Ubx promotert (ami funkcidképtelen génhez tartozik),
hanem a vele parosodott cisz promotert is eléri, vagyis a hatarolo szakaszt mintegy megkeriili
a transz helyzetli promoter segitségével.
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1.4. Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy mi lehet a szerepe annak, hogy a bxd PRE
kozvetleniil az Ubx promdterhez van panyvazva? Konfokalis mikroszkopia segitségével
megallapitottuk, hogy ha a bxd PRE 665 bp hosszu szakaszat eltavolitjuk, akkor az Ubx gén
kifejez6dése sejtszinten is egyértelmiien megerdsddik a kdzponti idegrendszernek azokban a
szabalyozza. Vagyis a PRE valoban kettds szerepet tolt be a bithorax komplex génjeinek
szabalyozasaban, ahogy arra korabbi (az Abd-B gén iab-7 cisz-regulatordhoz tartoz6 PRE
vizsgalata kapcsan végzett) kisérleteink alapjan is kovetkeztettiink: egyrészt sziikségez ahhoz,
hogy az egyszer inaktiv allapotba keriilt regulator régiok megdrizzék a zart konformaciojukat
az egyedfejlodés teljes tartamdra, masrész hozzajarulnak a komplex génjeinek
finomszabalyozasahoz is ott, ahol a regulator régiok nyilt, aktiv allapotban vannak.

2.

A fenti modelliink tovabbi megerdsitést nyert azoknak a kisérleteknek a soran, amelyekben
helyettesitettiik az iab-7 PRE-t a bxd (665 bp-os) PRE-vel. Ezekben a kisérletekben elso,
sikertelen probalkozas utan egy, Francois Karch laboratoriumaban kifejlesztett platform



kromoszoémat hasznaltunk, amely jelentdsen megkonnyitette a munkankat. A kisérletek
legfontosabb eredményei a kdvetkezok:

2.1. Korabbi kisérleteink alapjan tudjuk, hogy az iab-7 PRE hianya egy gyenge Fab-7 jellegi,
funkcionyeréses (GOF) tipustt homeotikus transzforméciot okoz. Ezt a fenotipust teljes
mértékben menekiti a bxd PRE jelenléte.

2.2. Ugyanakkor az aktiv allapota iab-7 cisz-regulatorban a bxd PRE az iab-7 PRE-hez képest
ugyan, de egyértelmiien megvaltoztatja. Ez a valtozas olyan jellegli, ami megfelel az iab-7
cisz-regulator részleges funkcidvesztésének, azaz az aktiv allapott regulator régidban erdsebb
nsilencer”, mint az endogén PRE. Ez a megfigyelés alatamasztja azt a feljebb vazolt
elképzelést, hogy a PRE-k a cisz-regulatorok természetes célgénjeinek kifejezodését
modulald, finomhangold szerepet toltenek be az aktiv allapot cisz-regulatorokban. Tovabbi
kovetkeztetésiink, hogy mig az inaktiv konformacié fenntartasdban a két altalunk vizsgalt
PRE egyenértékii, az aktiv allapotu szabalyoz6 régiodban kiillonbozoképpen viselkednek, mas
hatasfokkal mikddnek. Ez csak tugy képzelhetdé el, hogy ha a hozzajuk kotédo
fehérjekomplexek sem tokéletesen azonosak, legalabbis az egyes komplexeket alkoto fehérjék
kotott allapotban eltoltott idejiik kiilonbozé kell, hogy legyen. Erdemes megemliteni, hogy
korabbi tapasztalatok szerint a bxd PRE transzgenikus vonalakban is erésebben inaktivalja a
miniwhite riportergént, mint az iab-7 PRE.

Az iab-7 PRE ¢és a bxd PRE egyiittes jelenléte csokkentette a Gal4:: VP16 kifejezddési szintjét
a PS13-ban, ami egyrészt jelzi, hogy alapvetéen mindkét PRE képes az enhancer-promoter
kapcsolatok szabalyozasara, masrészt azt is jelzi, hogy a két PRE képes eggyiittmtikddni.

2.3. Ha az endogén, iab-7 PRE mellé¢ Gal4VP16 riportergént helyeziink, azt tapasztaljuk, hogy
a kifejez0dése majdnem kizardlag a hetedik potrohszelvénynek megfeleld testtajra
korlatozodik, vagyis arra a szelvényre, amelynek a helyes kialakuldsdhoz az iab-7 cisz-
regulator régié mukodése specifikusan sziikséges. Ez azt tiikkrozi, hogy az iab-7 az eggyel
hatrébb elhelyezkedd szelvényben jorészt nincs kapcsolatban a célgénje (Abd-B)
promoterével, mivel helyettesitodik egy masik, egyel hatrébb aktivalodo cisz-regulatorral, az
iab-8-cal. Ebben az esetben a Gal4 VP16 promotere nincs az aktiv kromatin tengelyjel azonos
térrészben a sejtmagon beliil, mivel azt az iab-8 megfeleld elemei (iab-8 enhanszerek, iab-8
PRE) foglaljak el. Ha azonban az iab-7 PRE-t helyettesitd bxd PRE mell¢ épitjiilk be a
riportergént, azt tapasztaljuk, hogy a riportergén legalabb egy szelvénnyel hatrébb is a hetedik
szelvénnyel kdzel azonos szinten fejezddik ki (4. abra), amit ugy értelmeziink, hogy a bxd
PRE a riportergén promoterével egyiittmiikodve hibdsan targetalodik, ott is beékelodik az
aktiv tengelybe, ahova az iab-7 szabélyozo6 elemei, beleértve az iab-7 PRE-t is, mar nem, vagy
csak alig. Ez a hibas targetdlodas fenotipikus kovetkezményekkel is jar, a nyolcadik
potrohszelvény az Abd-B gén kismértékii funkcidvesztésének megfeleldé morfologiat mutat,
azaz a riportergén észrevehetd mértékben kompetal az Abd-B génnel egy olyan szelvényben,
amelyben a riportergént magaba foglald cisz-regulator normalisan nem jut kimutathatod
szerephez. Ezeket az eredményeket Osszefoglalva, megallapithatjuk, hogy a bxd PRE
promoter-targetald hatdsat autondm modon megdrzi a normalis kornyezetén kivil,
»ektopikus’ helyen is.



= hxd PRE/TE

Fentebb emlitettiik, hogy a bxd PRE funkcidjanak in situ vizsgalata fényt deritett arra, hogy a
PRE targetaldo funkcioja is modularis felépitésti. Ezek alapjan az iab-7 régioban is
megvizsgaltuk, hogy a bxd PRE-re jellemz6 A8 specifikus targetalodas kialakulasaért a PRE
melyik része felelds. Ezek a vizsgalatok az in situ eredményekhez képest némileg eltérd
eredményre vezettek. A bxd PRE 665 bp-os fragmentumat harom kisebb részre osztottuk és
vizsgaltuk azok aktivitdsat. Az egyik vizsgalt fragmentum megfelelt a 185 bp-os PRE
,magnak” (C fragmentum), a masik két fragmentum pedig az ettdl disztalisan (T fragmentum)
ill. proximalisan (L fragmentum) elhelyezkedd fragmentumoknak felelt meg. Azt
tapasztaltuk, hogy az A8 specifikus targetalodashoz foként a C és T fragmentumok jarulnak
hozza, bar egy minimalis aktivitassal az L fragmentum is rendelkezik. Ezzel 6sszhangban, a T
és a C fragmentumok egyiittesen kdzel olyan erések, mint a teljes bxd PRE. Osszegészében
eredményeink megerdsitik a BXD PRE modularis felépitésére vonatkozo elképzeléseinket,
tovabba az in situ vizsgalatokhoz hasonldéan jelzik, hogy az enhancer-promoter
kommunikaciéoban a PRE-t6] kozvetleniil disztalisan elhelyezked6 régiok toltik be a
legfontosabb szerepet. A ,,mag” PRE jelentdsebb szerepét feltehetdleg az ektopikus kornyezet
magyardzza.

3.

3.1 Munkank soran megkiséreltink olyan konvertdns vonalakat eldallitani, amelyek
tobbszords UAS szekvenciat hordoznak a bxd PRE kozvetlen kozelében tigy, hogy egyuttal a
PRE eltavolithatd legyen. Ezekkel a vonalakkal kettds célunk volt. Egyrészt az UAS
szekvencidkhoz Gal4-DAM metildz hibridfehérjét kivantunk kotni. Az UAS-hez kotott
bakteridlis DAM metilaz képes a hozza fizikailag kozel es6 DNS szakaszokat metildlni,
aminek segitségével fel kivantuk térképezni a bxd cisz-reguldtor térbeli helyzetét a PRE-hez
viszonyitva (DAM ID modszer). A masik felhasznalasi mod esetében a konvertansok UAS
szekvenciajadhoz olyan hibridfehérjéket kivantunk kotni, amelyekben a Gal4 fehérjéhez
kiilonboz6, muikodoképes Polycomb fehérjék kapcsolodnak. Ezek felhasznalasaval azt
szerettiik volna megvizsgalni, hogy képesek-e a helyhez kotott hibridfehérjék helyettesiteni a
PRE funkciojat, ha a PRE-t eltavolitjuk. Ezeket a konvertansokat azonban tobbszori kisérletre
sem sikertilt eléallitanunk, mert a konvertansok kivétel nélkiil elpusztultak az egyedfejlodés
kiilonboz6 stadiumaiban. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a Gal4VP16 gént hasznaltuk
konverzios markerként. A Gal4VP16 altal kodolt transzkripcids factor kotddik az UAS
szekvencidkhoz, és elképzelhetd, hogy az igy feltoltott UAS szekvencidk enhanszerként
mikodve talhajtjdk a Gal4dVP16 expresszidjat. Ez a pozitiv visszacsatolas azutan olyan
mennyiségii Gal4VP16 fehérjét eredményez, amely elpusztitja azokat a sejteket, amelyekben



Gal4VP16 egyaltalan atirodik. Ezért megterveztiink és eldallitottunk olyan konverzios
konstrukciokat, amelyben a Gal4VP16 gént a rosy markergén helyettesiti. A konstrukciok
beinjektalasa utdn szamos olyan utddot kaptunk, amelyek szemsziniik alapjan hordoztdk a
rosy markergént. Ezek utddaibdl vonalakat alapitottunk, amelyek tovabbi vizsgalata soran
kideriilt, hogy egyikiik sem valdédi konvertans, azaz nem a tervezett helyen hordozza a
markergént, hanem a genom mas részein véletlenszertien integralodott konstruktot hordozo,
transzformans vonal. Ez azért lehetséges, mert a rosy gén nem sejtautondém modon fejezédik
ki, vagyis a test barmely szovetében kifejezOdve képes biztositani a vad szemszint. A
konverzi6 hianyat nem tudjuk kielégitden magyardzni; elképzelhetd, hogy a markergén hossza
(hozzavetoleg 8 kb) stilyosan neheziti a tervezett helyre vald integralodast.

4.

Ezzel egyidoben a csoportunk altal kifejlesztett kétlépcsds génkonverzios modszer
segitségével hatarold elemet (boundary, izolator elem) épitettiink a bxd PRE egyik, illetve
masik oldalara. (A felhasznalt hataroldé elem nem mas, mint a SUPPRESSOR OF HAIRY WING
fehérje célszekvencidjat 12 példanyban tartalmazé DNS szakasz. Ez a szekvencia minden
eddigi kisérleti elrendezésben kivaloan miikddott hatarold elemként.) A hatarold elem mellé
jobbrol, illetve balrol a Gal4-VP16 riportergént helyeztiik el. Ez utdbbi azt a célt szolgalta,
hogy informaciot nyerjiink az izolator elem altal levalasztott cisz-regulator szakasz
funkcionalis 4llapotarél a riportergén kifejezédési mintizatanak segitségével. Igy a PRE, a
hataroloelem és a riportergén egymdshoz viszonyitott sorrendjét tekintve 4 kiillonbozo
konvertanst allitottunk eld. Idékozben felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a Gal4-VP16
transzkripcidja (elsdsorban az atirddas iranya) hatassal lehet a bxd/pbx cisz-regulator régio
magasabbrendii kromatinszerkezetére, és ezen keresztiil az Ubx gén kifejezodésére, e kérdés
vizsgalatara 1étrehoztuk az egyik konverzids konstrukcido olyan valtozatat is, amelyben a
Gal4-VP16 orientacidja az elézovel ellentétes. A helyes beépiilést minden esetben igazoltuk
genomikus PCR és szekvenalas segitségével is.

4.1. A konvertansok heterozigbta formaban vad fenotipusinak bizonyultak, hemizigota
formaban (azaz abban az estben, amikor a homoldg kromoszéma olyan delécidt hordozott,
amely eltavolitja a BX-C-et.) azonban homeotikus transzformaciokat figyeltiink meg rajtuk,
példaul az elsé potrohszelvényiik helyén az utdtorra jellemzo szdveti struktirak jelentek meg.
E fenotipusok hatterében az Ubx gén csokkent expresszidja all, ami azzal magyardzhato, hogy
a hataroléelemmel ,levalasztottuk” az Ubx génr6l a bxd cisz-regulator régioban taldlhatod
enhanszerek mintegy felét. A csokkent Ubx expressziot ellenanyagos festéssel is kimutattuk.

4.2. Azokban az esetekben, ahol a hataroloelem elvalasztja a PRE-t és a Gal4-VP16-ot,
varakozasunknak megfeleléen a Gal4-VP16 ektopikus expressziot mutatott a larvalis CNS-
ben és mas szovetekben (pl. trachea, PNS, zsirsejtek). Meglep6 azonban, hogy az ektopikus
kifejezddéssel egyidejlileg a kifejezOdési mintdzat az elsd potrohszelvénytdl kezddédden
erdsebb marad, mint attdl elérébb, ami azt mutatja, hogy a bxd cisz-regulator régidoban a bxd
PRE-t6l disztalisan talalhato(k) még gyenge PRE-aktivitdsi szakasz(ok). Ennek a
felismerésnek a jelentosége abban all, hogy ezek az aldrendelt PRE-szeri miikodést mutatd
szakaszok lehetnek feleldosek azért a jelenségért, hogy az ismert PRE eltavolitdsa utdn néhany
generacioval a PRE deléciot hordozd vonalak funkcionyeréses fenotipusa fokozatosan
gyengiil, a vad fenotipus felé tolodik el. Elképzelhetd, hogy ezek a ,mellék-PRE”-k
epigenetikusan atstrukturalodnak, és fokozatosan atveszik a f6 PRE szerepét.

4.3. A hatarolo elemmel kettéosztot bxd régioban a Gal4-VP16 kifejezodési mintazatanak
vizsgalata révén meg tudtuk allapitani, hogy kozponti és a periférikus idegrendszerben,



valamint a larvalis epidermisben miikddé enhanszerek a bxd mindkét oldalan redundansan
vannak jelen, mig trachea, limph gland, és imaginalis diszkusz emhanszerek csak a disztalis
oldalon talalhatok.

5.

Az X-ChIP technika alkalmazasaban a tervezetthez képest jelentdsen elmaradtunk. Ennek oka
kettds: egyrészt jelentkez0 hianyaban nem sikeriilt megfeleld felkésziiltségli munkatarsat
alkalmaznunk, masrészt a PRE miikddésére vonatkozd eredményeink arra késztettek minket,
hogy a meglévé erénket az ezzel kapcsolatos munkakra 6sszpontositsuk. Mindazonaltal
jelentds elérehaladést értiink el az elmult mintegy masfél évben. Lényegében minden, az Ubx
szabalyozasi egység teriiletén korabban mas laboratoriumban elért eredményt sikeriilt
reprodukalnunk, igy felkésziiltiink arra, hogy az altalunk eldallitott mutans vonalakban
megvizsgaljuk a mutaciok altal a kromatinszerkezetben okozott valtozasokat. Ez az elérelépés
arra késztetett minket, hogy megkiséreljiik felhasznalni a technikat arra, hogy az Ubx
promoter és a bxd PRE kozotti fizikai kapcsolatot kdzvetleniil kimutassuk. Ezt a kapcsolatot
eredetileg a DAM ID felhasznalasaval terveztiik kimutatni, azonban, mint feljebb ismertettiik,
a sziikséges konvertans vonalakat nem sikeriilt eléallitanunk. Egy masik lehetdséget jelentene
az un. ,conformation capture” technika alkalmazasa. Ehhez azonban nagy mennyiségi,
megfelelden szétvalogatott sejt lenne sziikséges. Ugy gondoltuk, hogy ezeket a technikai
nehézségeket megkeriilhetnénk az X-chip technika alkalmazasaval. Elképzelésiink azon
alapult, hogy az Ubx — bxd szabalyozasi rendszerben a korabbi adatok szerint egyediil az Ubx
promoter kozvetlen kornyezetében talalhatd jelentésebb mennyiségben az aktiv allapotot
jellemzd, a 4-es lizinen trimetilalt H3 hiszton (H3-K4met3). Ugy gondoltuk, hogy olyan
kromatin immunoprecipitacios kisérletben, amelyben a H3-K4met3 elleni ellenanyagot
hasznalunk, precipitalhaté nemcsak az Ubx promoter régio, hanem a bxd PRE-nek megfeleld
DNS szakasz is, ha a két régio a genetikai kisérleteink eredményeinek megfeleléen valoban
egymas kozvetlen kozelében talalhatd azokban a sejtekben, amelyekben a bxd szabalyozo
igazoltdk ezt az elképzelést, amennyiben valdban kimutathatd a bxd kozvetlen kozelében a
kornyezetéhez képest magas H3-K4met3 szint az aktiv doménben. A kisérletben az aktiv
domént a billér, illetve a harmadik 1ab imaginalis kezdeményei (imaginalis diszkuszok)
reprezentaltadk. Azonban hasonléan magas szintet taldltunk a bxd PRE teriiletén azokban a
mintdkban is, amelyek olyan szovetbdl szarmaznak (szarny-, illetve masodik lab diszkusz),
komplexek képesek a kdzvetlen kornyezetiikben a H3 hiszton 4-es pozicidji lizinjét metilalni
az inaktiv allapotban is. Ez annyiban meglepd, hogy ellentétben 41l a korabban mas csoportok
altal kozolt eredményekkel, valamint azzal a felfogassal, hogy a H3-K4met3 jelenléte a
transcripcios aktivitassal van 0sszefliggésben. Ugyanakkor azt is megmutatta, hogy az eredeti
elképzelésiink hibas volt, ezzel a mddszerrel nem lehet az Ubx prométer és a bxd PRE kozotti
fizikai kapcsolatot kimutatni.

6.

Korabbi munkainkbol kideriilt, hogy a bxd PRE egy 185 bp-os szakasza kulcsfontossagi az
Ubx gén normalis mikddéséhez, hidnya poszterior irdnya szegmentalis transzformaciokat
okoz mar heterozigéta formaban is. Az altalunk kidolgozott, génkonverzion alapuld technika
segitségével lehetdvé valt, hogy idegen DNS-szakaszokat épitsiink be az esszencialis 185 bp-
os bxd PRE helyére és megvizsgaljuk, hogy képes-e az idegen DNS részben vagy teljesen
ellatni a hidnyz6 bxd PRE-mag funkcidjat. Két mas, de szintén a bithorax-komplexbdl
szarmazo régid (Mcp és iab-7 PRE-k) sikeresen helyettesitette a bxd PRE-t (Kozma és mtsai.,
2008, MGG). Mindharom PRE-régiora igaz, hogy kis méretiikk ellenére (>200 bp) nagy



szamban tartalmaznak GAGA ¢és PHO kotOhelyeket (legalabb 4 PHO ¢és 3 GAGA), melyek
elrontasa a bxd PRE-ban hasonld er6sségii és penetrancidjii, mutans fenotipust eredményez,
mint a 185 bp bxd PRE-mag teljes hianya.

Eml6ésokben két éve irtak le az els6 PRE-t. Rendszeriinkben human HOX-génb61 (Hox-7,8 és
9) szarmazd olyan DNS-régidkat is teszteltiink, melyekrél elképzelhetdé, hogy eredeti
helyiikon PRE-ként viselkednek. Bar az emlds szekvencidkban a PHO és GAGA fehérjék
kotohelyei az ismert és helyettesiteni képes muslica PRE-régiokhoz hasonldé szdmban
fordulnak elé, mégsem tudtak helyettesiteni a bxd PRE-t. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy e
két fehérjén kiviil egyéb, eddig azonositatlan szekvenciakhoz kotddo faktorokra is sziikség
van a bxd PRE miikddéséhez, amelyek kotohelyei hidnyoznak az emlés szekvenciakbol.

7.

7.1 Korabban laborunkban eldallitottunk tobb, az iab-7 PRE-t tartalmazd transzgenikus,
miniwhite riportergént tartalmazé vonalat. Ezek részletes fenotipikus jellemzését elvégeztiik,
¢s azonositottunk tobb, fliggetlen parosodas érzékeny vonalat, melyek koziil harom olyat
valasztottunk ki tovabbi vizsgalatra, amely az X kromoszomén talalhatd, és homozigota
formaban vilagos, de jol lathatd a szemszint eredményez, vagyis a miniwhite riportergén
kifejez6dése alacsony szintli ugyan, de nem inaktivalodott teljesen. Ennek az a jelentdsége,
hogy ilyen kifejez6dési szint mellett mind az inaktivalo-, mind az aktivalo hatas érzékelhetd
valtozast okoz a szemszinben. Megallapitottuk, hogy minden ismert, egyszerQ
funkciovesztése Brm, moira és osa allél vilagositja a PRE-t tartalmazo6 transzgént hordozo
allatok szemszinére. Mindharom gén olyan fehérjét kodol, amelyek részei un. ,,remodeling
complex”-eknek. A Df{3R)trx két olyan vonalon, amelynek szemszine mozaikos, vilagosito
hatdst mutatott, mig egy harmadikra, amely majdnem homogén szemszint mutat, nem hatott.
Ezért a TRX protein PRE-n beliilli tdmadaspontjara vonatkozéan nem tudtunk biztos
kovetkeztetést levonni.

7.2 A fenti harom vonalb6l a PRE-régiot flipdz enzimet hordozd kromoszomékhoz vald
keresztezés segitségével eltavolitottuk, aminek eredményeképpen a parosodas érzékenység
megsziint, és az igy kialakitott vonalakra a tovabbiakban nem hatottak sem a klasszikus
Polycomb muténsok, sem a trx csoport génjeinek mutéciodi. Ezzel igazoltuk, hogy a transzgén
¢s a Polycomb, illetve trithorax csoport mutans valtozatai kozvetleniil a PRE-n keresztiil
hatnak, vagy legaldbbis a hatdsukhoz sziikséges a PRE jelenléte. Ezek utan megvizsgaltuk,
hogy a munkaterv V. pontjaban leirt transzregulaciés mutagenezis kisérletbben izolalt, és a
funkciovesztéses allélokhoz képest szokatlanul viselkedé brm és osa allélek, illetve a két
legnagyobb komplementacios csoportot alkotd ebi és hdac3 allélek milyen hatast gyakorolnak
rajuk. Azt talaltuk, hogy a kiilonleges brm és osa alléleknek a jelenlétében az iab7 PRE-t és
miniwhite riportergént tartalmazd konstrukcidokat hordozé vonalak szemszine még
vilagosabba valt, mint az egyszerti funkciovesztéses allélok esetében. Ez a hatds éppen
ellentétes azzal a Polycomb csoport funkciovesztéses alléljaira emlékeztetd hatassal, amit a a
Fab-7 fenotipusra gyakorolnak (a 6. potrohszelvény még inkdbb a 7. szelvényhez valik
hasonlatossa - a mutansizolalas részleteire vonatkozoan lasd a tudomanyos hattérben
leirtakat). A két adatsorbol arra kdvetkeztettlink, hogy:

I, a ,,nucleosoma remodeling complex”-eknek szerepiik van a PRE miikodésében is, pl. a
gyakorlatilag nukleoszoma-mentes DN-4z hiperszenzitiv régiok kialakitdsa vagy fenntartasa
révén, és mikodésiik a PRE inaktivald, ,,silencer” hatasat ellensulyozza,

II, a kiilonleges, ,,dominans negativ”’ (a Drosophila kutatds nomenklatarajaban antimorfként
ismert) allélek Fab-7 fenotipusra gyakorolt hatdsa nem a PRE-n keresztiil, hanem attol
fiiggetleniil és azzal ellentétes modon valosul meg.



Az ebi allélok kiillonb6z6 mértékii sotétitdé hatast mutattak a konstruktokon, a hdac3
allélokhoz hasonloan, ami arra utal, hogy ezek a gének is részt vesznek a PRE mikddésében,
amelyre eddig nem volt kozvetlen adatunk. A rendelkezéslinkre all6 funkciovesztéses allélek
azonban nem, vagy csak kis mértékben hatottak a transzgenikus vonalaink szemszinére. Hogy
kozelebb jussunk ennek az ellentmondasnak a feloldasahoz, megszekvenaltunk 12, altalunk
izolalt mutans ebi allélt. Azt talaltuk, hogy kivétel nélkiil mindegyik az EBI fehérje fehérje-
,propeller struktura” kozott elhelyezkedd, kihurkolodd szakaszan okoz valtozast.
Feltételezziik, hogy ennek a fehérjeszakasznak a valtozdsa meghatdrozott fehérje-fehérje
kapcsolat kialakitasat akaddlyozza meg vagy neheziti, ezaltal ,,domindns negativ”’ jelleget
adva a mutans alléleknek.

Ezek az eredmények legegyszeriibben ugy értelmezhetdk, hogy az ebi és a hdac3 gének a
Polycomb csoportba sorolandok, azaz részt vesznek az inaktiv konformacioé fenntartasaban.
Annak érdekében, hogy az ebi génnek az inaktivaciOban jatszott szerepét tisztdzzuk,
heterozigdta ebi mutans ndstények ivarsejtvonalaban homozigéta klonokat indukaltunk, majd
ezeket a nostényeket megfeleloen markerelt ebi heterozigota himekhez kereszteztiik. Ilyen
modon olyan embriokat allitottunk eld, amelyek vadtipust allélt sem anyai eredetli, sem
zigotikus eredeti formaban nem tartalmaznak. Ezek az embriok sulyos fejlodési
rendellenességeket mutattak ugyan, de ABD-B elleni ellenanyaggal megfestve Oket annyi
egyértelmlien megallapithato, hogy az ABD-B kifejez6désének eliilsd hatara, a vadtipussal
megegyezden, az 5. potrohszelvényben taldlhatd, azaz az EBI fehérje gyakorlatilag teljes
hidnya sem okoz ektopikus Abd-B expressziot. Ez az ellentmondés azonban feloldhato, ha
feltételezziik, hogy az EBI fehérje szerepe nem az egyes cisz-regulator domének inaktiv
allapotanak fenntartdsdban, hanem a POLYHOMEOTIC fehérjéhez hasonloan (lasd alabb!) az
aktiv doménen beliili enhanszerek hatdsdnak moderalasaban/visszafogasdban van. Ezt az
elképzelésiinket kozvetett moédon aldtdmasztja az az idokozben kozolt eredmény, hogy az EBI
fehérje a POLYHOMEOTIC-kal egyiitt integrans része a Polycomb csoport fehérjék altal alkotott
egyik, jol jellemzett komplexnek, a PRC1-nek.

Jelen palyazat megkezdése el6tt itt nem részletezhetd kisérleti eredményekre tamaszkodva
arra a meggy6zodésre jutottunk, hogy az egyes PRE-k nemcsak a cisz-regulatorok inaktiv/zart
silencerként mukodnek, és a velilk azonos doménban helyetfoglalé enhanszereknek a
célpromoterre gyakorolt hatasat visszafogjak, gyengitik, és a PRE-knek ebben a
funkcidjabanban néhany Polycomb fehérje is résztvesz. Ezt a feltételezésiinket igen bonyolult
genetikai apparatus felhasznalva igyekeztiink bizonyitani. A rendkiviili nehézséget az okozta,
hogy igen koriilményes, ha egyaltalan lehetséges az egyes cisz-regulatorok inaktiv
allapotanak megszinését, illetve az aktiv doménben meger6sodé enhanszerhatés
kovetkezményét egymastol elkiilonitve vizsgalni. Kiilonbozé delécidkat és a Polycomb
csoport génjeinek kiilonleges mutacidit kombinalva véleményiink szerint mégis sikeriilt
igazolni a feltevésiinket. Eredményeinket egy kozleményben foglaltuk 6ssze, és azt a tavalyi
évben kozlésre benyujtottuk. Cikkiink kozlését azonban elutasitottak, legfobb kifogasként azt
emlitve, hogy a kovetkeztetéseinket csak fenotipikus valtozasokra alapoztuk, és javasoltak,
hogy kozvetleniil a géntermék mennyiségének valtozasat kovessiik. Ezt a javaslatot a fentebb
mar vazolt okndl fogva elvetettiik: a szabalyozott gén termékének mennyisége egyarant
novekedhet ektopikus aktivacio, és az enhanszerek megndvekedett hatasa kovetkeztében, azaz
a specialis feladatot ilyen médon nem lehet teljesiteni. Gydkeres fordulatot jelentett azonban
az a laborunkban a kdzelmultban sziiletett felismerés, hogy azokban az éllatokban, amelyek
Gal4VP16 markergént hordoznak k616nb6z6 Bx-C cisz-regulatorokba ékelddve, a markergén



kifejez6désének eliilsd hatara egyaltalan nem valtozik meg egyetlen fejlddési alakban sem egy
(gyengén) homozigota életképes mutans Polyhomeotic allél, a ph*'’ jelenlétében, noha az
allatoknak igen erds, a Bx-C funkcionyeréses fenotipusaira emlékeztetd fenotipusuk van. Ez
azt jelenti, hogy a ph*'’ mutacid hatasara az egyes cisz-regulitorok nem aktivalodnak a
normalis aktivitasi mintazatuknal elérébb. A mutans fenotipus tehat kizardlag az egyes cisz-
regulatorok normal aktivitdsi mintazatukon beliili hiperaktivitdsanak a kovetkezménye. Ezért
feln6tt, homozigota ph? allatok hatodik és hetedik tergitjét kivagtuk, majd ezekben a
mintdkban kvantitativ PCR segitségével megmértiik az Abd-B RNS mennyiségét. Azt
tapasztaltuk, hogy mindkét, mutans fenotipusu szelvénybdl szarmaz6d mintdban mintegy
kétszerese az Abd-B RNS mennyisége, mint a megfeleld vad kontrolban. A kisérletet tobbszor
megismételve is kovetkezetesen hasonld eredményt kaptunk. Ez az eredmény teljes
Osszhangban van az adott szelvények morfologiai valtozasaval, igy ezzel bizonyitottnak
tekinthetd, hogy a polycomb csoport génjeinek legalabb egy része — és ezért az elsédleges
tamadaspontjuk, illetve kotohelyiik, a PRE-k is - szerepet tolt be az aktiv allapoti cisz-
regulatorokban is, ahol hozzajarul az enhanszerek hatasanak finomszabalyozasdhoz. Ezen PC-
G gének egyike a Polyhomeotic gén.



