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Csoportunkban a  genaktivitds  kromatin  szinti  szabalyozasaval  foglalkozunk.
Vizsgalatainkhoz elsésorban a Drosophila melanogaster testszervez6dését és szegmentjeinek
egyedi jellegzetessegeit meghataroz6 homeotikus gén-rendszert, ezen belll is foképpen a
bithorax-komplexet hasznaljuk modellként. A bithorax-komplex az ecetmuslica kdzéptoratdl
hatrafelé elhelyezkedé szelvények megfelel6 kialakulaséért felelés. A komplex harom génje,
az Ubx az abd-A és az Abd-B, kilenc szelvény azonossdgat képes meghatarozni. Ezt a
komplexben az altaluk szabalyozott szelvényekkel kolinearisan elhelyezkedé kilenc, szelvény
specifikus szabalyozé régio (cis-regulator) teszi lehetévé. Az egyre hatrébb elhelyezkedé
szelvényekben mindig egy U0j cisz-regulator aktivalddik, kerll nyitott kromatin
konforméacidba. Ezek az Osszetett regulator szakaszok sziikségesek az egyes szelvényekre
jellemz6 transzkripcios aktivitas, ennek kdvetkezményeképpen a homeotikus regulator-
fehérjek szelvényre jellemz6 szintjének bedllitdsdhoz, majd a késébbiekben ennek az

aktivitasi mintdzatnak a fenntartasahoz is.

A homeotikus genek szelvény-specifikus expresszios mintazata az egyedfejlédés korai
szakaszaban meghatarozott térbeli elrendezédesben jelen lévé szabalyozo faktorok (GAP és
PAIR RULE fehérjék) transzkripcid szintii aktivalo és represszalé hatdsanak eredményeképpen
alakul ki. A szabalyozas kulonlegessége, hogy ez a kifejezédési mintazat annak ellenére
tartdsan fennmarad, hogy a Kkialakitdsdhoz elengedhetetlentll sziikséges fehérjék az
egyedfejlodés els6é 5 oOraja utan eltiinnek, és tébbé nem fejezédnek ki. A kialakult aktivitasi
mintazatot az egyedfejlodés ezt kovets fazisaiban egy, a kdzvetlen transzkripcios reguléaciotol
kilénb6z6, a kromatinszerkezet szintjén hatd epigenetikus szabalyozo rendszer 6rzi meg. A
génaktivitasi mintazat fenntartasaért felelds két, evolucidsan erésen konzervalt géncsalad - az
aktivald szerepii trithorax-csoport és a represszor szerepti Polycomb-csoport — kulcsszerepet
jatszik ebben a szabalyozasi mechanizmusban. A két géncsaldd altal kddolt fehérjek
kilénb6z6, rovid DNS szakaszokhoz kotédnek az egyes cis-regulator régiokon beldl,
amelyeket a TRITHORAX fehérjek kdtohelyei esetében Trithorax Response Element-eknek
(TRE), mig a PoLycoms fehérjék esetében Polycomb Response Element-eknek (PRE)

neveznek.

Jelen, zérojelentés-koteles OTKA pélyazat tavlati célja az Abd-B gén iab-7 cis-regulétor

- sz

alapjat az a korabban laboratoriumunkban eléallitott, nagyméretii mutans gyiijtemeny képezte,
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amelynek tagjai az iab-7 PRE mikodéset befolyasoljak in vivo. Ezeket két, egymast
kiegészité rendszer segitségével Aallitottuk el6. Az elsé rendszerben azt a korébbi
megfigyelésiinket hasznéltuk ki, hogy ha a két, szomszédos cis-regulator régio, az
infraabdominal-6 (iab-6) és az iab-7 kozott elhelyezked6 Fab-7 izolator szakaszt eltavolitjuk
(de az iab-7 PRE erintetlen marad), akkor a két cis-regulator régio 6sszeolvad, és egymas
muikddését kolcsondsen befolyasolja. Ennek kdvetkezményeként olyan fenotipus alakul ki a
hatodik potrohszelvényen (A6), amely a normalis A5 és a normalis A7 jellegzetességeit
mozaikosan mutatja. Ezt a fenotipust a Pc-G mutansok az A7, a trx-G mutans alléljei pedig az
A5 iranyéaba toljak el heterozigota allapotban, igy ez az érzékeny fenotipus jol felhasznalhato
a két géncsoport 0j mutans alléljeinek azonositasara. A masik rendszer olyan transzgének
felhasznalasan alapult, amelyek a mini-white jelz6gén mellet az izolalt iab-7 PRE-t
tartalmazzak. Amennyiben ezeket a transzgenikus konstrukciokat transzformacié segitségével
visszajuttatjuk a muslicaba, a kapott transzformans vonalak nagy reszeben a PRE részlegesen
inaktivdlja a mini-white jelzégént. A részleges inaktivacid eredménye a transzgenikus
vonalakban olyan atmeneti szemszin megjelenése, amely ugyancsak érzékeny a Pc-G
mutaciok jelenlétére, és az eldbb ismertetett rendszerhez hasonléan alkalmas (j mutacok
azonositasara. A két rendszer segitsegével korabban azonositott mutaciok jellemzése, és az
altaluk azonositott géneknek epigenetikus génszabalyozasban betoltott szerepének lehetdség
szerinti tisztdzasa a palyazat altal timogatott munka szorosabb értelemben vett célja.

Az () mutansaink segitségével, Paul Schedl laboratoriuméaval egyiittmikddve azonositottuk és
jellemeztik a grappa (gpp) gént, amelyroél megallapitottuk, hogy az éleszté6 poTtl fehérje
egyetlen muslica homoldgjat kodolja, és a DoTl-hez hasonléan a hiszton H3 K79-es
aminosavanak specifikus metilaciojat végzi. (Ez az aminosav a H3 hiszton globularis
domeénjeben talalhatd.) A kulonbség a boTl-hez képest kettds: egyrészt a Gpp fehérje csak
dimetilalja a K79-et, szemben a DOTl fehérjével, amely trimetilal ebben a pozicioban,
maésrészt a Gpp az emlés homolégokhoz hasonldan jéval hosszabb a DoT1-nél, és feltehetéen
tobb fehérjével képes fizikai kolcsdnhatasba lépni. Vizsgalataink szerint az altalunk izolalt
mutaciok két jol elkulonilé csoportba oszthatok, amelyek kozil az egyik az egyszeri
funkciovesztéses alléleket foglalja magaban. Homozigota formaban ezek az allélek larva
letdlisak, és a homozigota lavakban a H3 K79-es aminosav metilacioja nem mutathato ki. A
maésik csoport alléljeire nézve homozigota allatokban a metilacié latszélag nem seériil, tovabba
egy részik eéletképes és fertilis, mig mas allélek késoi babletalisak. Ezek a homozigotak

egyertelmiien olyan fenotipust mutatnak, amely a trx csoportba tartozé gének mutans



alléljeire jellemzé. Ugyanakkor mindkét csoport alléljei heterozigota formaban egyes Pc
csoportba tartoz0 gének mutans valtozatainak enhanszereiként viselkednek. Az erés
kolcsonhatast mutaté Pc-G mutéaciok azonban nem azonosak a két csoport esetében. Ezek
alapjan a gpp gén az ,.enhancer of Polycomb and trithorax” néven meghatarozott, latszélag
ellentétes jellegzetességeket mutatd csoportba tartozik. Tovabb bonyolitja a képet, hogy a
masodik, inkabb életképes allélek trx-szeri fenotipusa gyenge domians formaban is
megmutatkozik, mig a letélis csoport nem mutat domindns fenotipust. Végil jelentos
kilénbséget talaltunk a ket csoport kdzott abban is, hogy mig az egyszert funkciovesztéses
allélek heterozigota allapotban jelentésen visszaszoritjdk az un. telomerikus inaktivaciot, a
masik csoport alléljei ilyen hatast nem mutatnak. Erdemes megjegyezni, hogy egyelére a gpp
az egyetlen olyan gén a muslicaban, amelynek egyszert funkcidvesztéses mutacioi képesek
heterozigota allapotban a telomerikus inaktivaciot jelentés mértékben maodositani. (Hasonld
hatast csak olyan deléciok valtanak ki, amelyek egyidejiileg harom, a Pc-G-ba tartozd gent
tavolitanak el, ilyenek pl. a Su(z)2 génkomplexet eltavolitd delécidk.) Ez a hatds azonban
csak kozvetett lehet, mivel a telomerikus régiokban nem mutathat6 ki a K79-en metilalt H3
jelenléte. Feltételezésiink szerint a gpp gén dozisanak a csOkkentése csokkent H3 K79
metilacidhoz vezet az egész genom teriiletén, amely ahhoz vezethet, hogy a Pc-G feherjék egy
része olyan régiokhoz is kotodik aspecifikusan, amelyek normalis koriilmények kdzott nem
képesek ezeket a fehérjéket megkdtni. Az aspecifikus kotddés azutan versenghet a ,,szabad”
Pc-G fehérjékért a telomerikus régiokkal. Ennek a feltevésnek az értékelése, valamint a
kolénb6z6 gpp mutans tipusoknak a magyardzata tovabbi, elsésorban molekularis
vizsgalatokat igényel, ezért az eddigi eredményeinket egy cikkben 6sszefoglaltuk, és a
Genetics-ben kozoltik. (Shanower GA, Muller M, Blanton JL, Honti V, Gyurkovics H,

Schedl P.: Characterization of the grappa gene, the Drosophila histone H3 lysine 79
methyltransferase. Genetics. 2005 Jan; 169(1):173-84. Epub 2004 Sep 15.

Francois Karch laboratériumaval egyuttmiikodve Kimutattuk, hogy a kordbban transkripcids
aktivatorként ismert, specifikus DNS-koté fehérje, a GRAINYHEAD (GRH) fontos kiegészitd
szerepet jatszik a kilénb6z6 PC-G fehérje-komplexeknek az iab-7 PRE-hez vald kotésében.
Erdeklédésiinket a GRH irant az keltette fel, hogy 5, egy komplementacios csoportba tartozo
letalis mutéciot talaltunk a mutansgyijteményiinkben, amelyek a késébbiek soran allélikusnak
bizonyultak méar ismert grh mutécidkkal. Megallapitottuk, hogy mind az &ltalunk izolalt, mind
a mar kordbban ismert grh mutaciok (koztik jol jellemzett ,,null” allélek is) genetikali

interakcidkat mutatnak olyan heterozigéta deléciokkal, amelyek eltavolitjak az iab-7 PRE-t.



Ebbol arra kovetkeztettlink, hogy a GRH fehérjének szerepe van az iab-7 PRE normalis
muikddésében. A GRH mukodésének megértése érdekében in vitro kisérleteket végeztink.
Nuklearis fehérjekivonat segitségével végzett DNS footprint elemzéssel kimutattuk, hogy a
minimalis, transzgenikus kisérletekben még PRE-ként viselked6 DNS szakasztol proximalis
irdnyban egy magas, és egy alacsony affinitasi GRH koétohely talalhato. Ezek kdzil a magas
affinitdst kotohely bakterialisan kifejeztetett GRH felhasznaldsdval is kimutathatd, mig az
alacsony affinitasu kotéhelyhez a GRH csak a méasik kotohelyet elfoglald GRH molekuléval,
valamint egy ismeretlen fehérjével kooperalva képes kotédni. Ez utobbi ugyancsak DNS k6t
fehérje, és feltételezéslink szerint a két GRH kotohelyet elvalaszto DNS szakasz olyan mérteki
meghajlitdsdhoz sziikséges, amely lehet6vé teszi a GRH dimerizalodasat. A dimerizalodas
elésegiti a DNS-hez vald kotodést. Kiserleteink szerint a GRH egy mésik, az iab-7 PRE DNS-t
ugyancsak szekvenciaspecifikusan kotni  képes fehérjevel, a PLEIOHOMEOTIC-Kal is
egyuttmikdodik in vitro. A PLEIOHOMEOTIC (PHO) fehérjérol kordbban kimutattdk, hogy
feltétlenll sziikséges a PC-G fehérje-komplexeknek a PRE-khez val6 kotédéséhez. A GRH és
a PHO olymodon mikddik egyiitt, hogy kolcsondsen stabilizaljak egymas DNS-hez vald
kotédeset. A két fehérje egyuttmiikddése in vivo is igazolhatd, mivel kettés heterozigdta
mutans kombinacok (pho/+; grh/+) az iab-7 PRE-t tartalmazé transzgéneken szinergista hatast
mutatnak. Eredményeink alapjan felallitottunk egy modellt, amelynek a lényege az, hogy a
PC-G fehérje-komplexeknek az iab-7 PRE-hez val6 hatékony és specifikus kotédesét szamos
DNS-koté fehérje tobb szinten torténé kooperativ kapcsolata teszi lehetéve. A kilénb6zo,
egymassal egyuttmiikddé DNS-kotoé fehérjék egy olyan, szamos fehérje-fehérje kapcsolatot
lehetévé tevo ,platformot” alakitanak ki, amelyhez rendkivil nagy affinitassal képesek
kotédni az egyes, preformalt PC-G fehérje-komplexek. A folyamatnak ez utdbbi
jellegzetessége biztositja a kotédes nagyfoku szelektivitdsat. Az altalunk javasolt modell
szamos ponton hasonlé az dn. ,,enhanceosoma” kialakulasahoz, és felveti annak a lehetésegét,
hogy nagyméretti fehérje-komplexeknek meghatarozott DNS szakaszokhoz val6 specifikus
kotodését minden esetben hasonlo elvek szabjdk meg. Ezeket az eredményeinket a Molecular

and Cellular Biology c. folydiratban kdzoltuk. (Blastyak A, Mishra RK, Karch F, Gyurkovics

H.: Efficient and specific targeting of Polycomb group proteins requires cooperative
interaction between grainyhead and pleiohomeotic. Mol Cell Biol. 2006 Feb;26(4):1434-44.

Korébbi eredményeinkre alapozva genetikai kisérletekkel valoszindsitettiik, hogy az iab-7
PRE (illetve altalaban a BX-D-ben talalhatdo PRE-k) kettés feladatot lat el. (Részletesebben

lasd alabb.) Ezek egyike az, hogy az iab-7 cisz-regulatorban talalhatd enhanszerek hatasat a



celgénre (Abd-B) modositja az A7-ben, vagyis abban a szelvényben, amelyben az iab-7 cis-
regulator ,,nyitott” allapotban van. Ez a megfigyelés felveti azt a kérdést, hogy a PRE miképp
keril a nagy téavolsdgban elhelyezked6 célgénhez elegendé kozelségbe. Ez a kérdés
kozvetlenll kapcsolddik ahhoz az altalanosabb kérdéshez, hogy az egyes cis-regulator
régidkban talalhaté szabalyozd elemek, a PRE-ken Kivil, igy pl. enhanszer szekvenciék,
hogyan kerlilnek a hatasuk kifejtéséhez sziikséges szoros kapcsolatba az altaluk specifikusan
szabalyozott célgének promoter régidjaval, kilonos tekintettel arra, hogy a tavolsdg cis-
regulator és célgen kozott meghaladhatja az 50 kildbazist. Ezért Sipos Laszldval kdzdsen egy
mini review keretein belil szamba vettik azokat a szekvenciékat, illetve szabalyozé elemeket,
amelyek szerepet jatszhatnak az Abd-B szabalyozasi egységen belll a nagy tavolsagot
athidal6, promoter - szabalyozd elemek kozotti kolcsonhatdsok —eldsegitésében.
Attekintésiink elsésorban egy, az utébbi években nagy figyelmet kelté DNS szakasszal, az dn.
Promoter Targeting Sequence-szel (PTS) foglalkozik. A PTS kdzvetlenil a Fab-8 izolator
elem (boundary region) szomszédsagaban, az iab-7 cis-regulatoron belil talalhaté. Szamos
kisérlet igazolta, hogy ez a DNS szekvencia nem csak arra képes, hogy az izolator elemeknek
az enhanszer-promoter kapcsolatot blokkold hatasat kivédje, hanem arra is, hogy kivalasszon
egyet az izolator mésik oldalan helyet foglalé két, elvileg egyenrangu promoter kozil, és az
enhanszert tartésan ehhez a véletlenszeriien kivalasztott promoterhez kosse. Még meglepébb
azonban, hogy ez a véletlenszerii vélasztas generaciorol generaciora valtozatlanul tovabb
adodik, vagyis sem a mitdzis, sem a meiozis soran végbemendé kromatin-szerkezeti valtozasok
nem képesek megvaltoztatni. A PTS-nek mindezek a rendkivili tulajdonsagai azonban csak
transzgenikus vonalakban figyelheték meg. Attekintésiinkben felhivtuk a figyelmet arra, hogy
kordbbi genetikai adatok lényegében kizarjak azt a lehet6séget, hogy a PTS az eredeti
kontextusaban (az iab-7 cis-regulator elemen belul) olyan modon miikédhessen, amint azt a
transzgenikus eredmények alapjan varnank, és tulajdonképpen a PTS transzgenikus
viselkedése egyfajta miiterméknek tekinthets. VVégeredményben agy foglaltunk allast, hogy
bar a PTS (és mas, hasonlo6 szerepii szekvenciak) jatszhatnak szerepet a tavoli enhanszerek és
celgénjeik kozotti kapcsolat kialakitasaban, semmi esetre sem lehetnek egyedili szerepléi
ennek az Osszetett folyamatnak. Tobbek k6zott a PRE-knek is lehet ilyen szerepik. (Sipos L,
Gyurkovics  H.:  Long-distance interactions between enhancers and promoters.
FEBS J. 2005 Jul; 272(13):3253-9.)

A pélyazat idészakdban lezartuk azokat a régdta folyd genetikai kisérleteinket, amelyek

segitségével azt kivantuk bizonyitani, hogy a bithorax komplex regulacios doménjeinek



nemcsak az inaktiv (zart kromatinszerkezetii), hanem az aktiv (nyitott kromatinszerkezeti)
allapotaban is fontos szerepet jatszik a Polycomb rendszer, illetve a PRE-k. Feltételezésiink
szerint a PRE-k szerepe az inaktiv cis-regulatorok zart kromatin-konformécidjanak
fenntartasan kivil az is, hogy az aktiv regulacios domenekben modositsak (a megfelel
mértékre csokkentsék) a doménekben talalhaté enhanszerek hatasat a célgenre (pl. Abd-B).
Kisérleteink soran a legnagyobb nehézséget éppen az a korlilmény okozta, hogy a fenotipus
szintjén nehéz elkiloniteni azt a hatast, ami egy, az adott szelvényben normdlisan inaktiv
allapotu cis-regulator részbeni aktivalddasa (,,ektopikus aktivacié”) okoz attol, ami az aktiv
doménekben talalhaté enhanszerek megndvekedett aktivitdsa (,,hiperaktivacio”) okoz.
Szamos, kulénb6zé iranyl probalkozas utan végil az Enhancer of zeste (E(z)) gén egy
hoérzékeny mutansanak (S2) segitségével sikeriilt a kétféle hatast nagyrészt elkuldnitenink,
és megaéllapitanunk, hogy az E(z)* allélt homozigéta formaban hordozé legyek atmeneti
homérsékleten (25 °C) nevelve elsésorban a hiperaktivacio hatasat mutatjak anélkul, hogy az
ektopikus aktivacio hatdsa megfigyelheté lenne. Megéllapitottuk, hogy ez a hatas az iab-7
doménen belil egyuttmikoédni képes PRE-k szamanak csokkentésével erésodik, ami
kozvetlenll alatdmasztja az eredeti feltevésink helyességét. Ezekrél az eredmeényekrol
egyikink (Gy. H.) meghivott eléadoként eléadast tartott a Hyderabadban megrendezett
EMBO konferencian (,,Upstream and downstream of HOX genes”, 2005. december 12-19.).
Jelenleg eredmeényeink kézlemény formajaban val6 6sszefoglalasan dolgozunk.

A palyazat folyaman létrehoztunk négy kulonbdzo, az iab-7 mag-PRE-n kivil a
kérnyez6 DNS kilonb6z6 szakaszait is tartalmazo transzgenikus konstrukcioval transzformalt
vonalat annak érdekében, hogy a PRE kozvetlen kdzelében altalunk feltételezett Trithorax
Response Element (TRE) helyét és kiterjedését meghatarozzuk. Ismert tény, hogy izolalt
PRE-k transzgenikus formaban képesek a transzgén inszercios helyének kdrnyezetében
talalhaté endogén PRE-kal egyiittmiikddni. Céljainknak azonban csak azok a vonalak felelnek
meg, amelyekben a PRE/TRE autoném modon, az inszercio helyétol fliggetlenil miikodik.
Annak az esélye, hogy az idegen kromoszémalis kdérnyezetben az iab-7 PRE autondm maédon
mukodik, azokban a vonalakban a legnagyobb, amelyek csak parosodott formaban
inaktivaljak a w riporter gént. Az ilyen vonalakat ugy valogattuk ki, hogy eltavolitottuk az
egyes vonalakbol a PRE-t, és megvizsgaltuk, hogy heterozigota allapotban véaltozik-e ennek
hatasara a szemszin. (Ezt az a kérilmény tette lehetévé, hogy a PRE-t un. flip recombinase
target (FRT) helyek kozé épitettik be ugy, hogy a ,flipase” enzim, amelyet egy masik

transzgen segitségével juttatunk a rendszerbe, a PRE-t képes legyen kivagni). Ha a PRE csak



homozig6ta formaban (azaz énmagaval parosodott allapotban) képes inaktivalni a riporter
gént, akkor a PRE eltavolitasa semmilyen hatassal nincs a heterozigotak szemszinére. Ezzel
szemben azonban azt taldltuk, hogy a vonalak nagyobb részében a PRE eltavolitdsanak
hatdsara a szemszin meger6sodott, ami azt jelenti, hogy ezekben az esetekben a PRE
heterozigota allapotban is inaktival valamilyen mértékben. Mivel ezekben az esetekben nem
lehet kizarni, hogy a transzgenikus PRE egy masik, ismeretlen, cis helyzetii PRE-vel mikodik
egyutt, ezeket a vonalakat kizartuk a tovabbi vizsgalatokb6l. A fennmaradt vonalak
felhasznalasaval a TRE-t egy hozzavetéleg 250 bp hosszu szakaszra térképeztik a minimalis

PRE-t6l (kb 260 bp) mintegy 500 bp tavolsagra, proximalis iranyban.

A kromatin szintjén torténé génaktivitas-szabalyozas alapveté kérdése, hogy miképpen képes
az epigenetikus szabalyozo fehérjek rendszere felismerni és megkilonboztetni a minta
kialakulasa soran transzkripcionalisan aktivva valt régiokat a represszalt allapotba keriltektol.
Nemcsak a fenntartdé mikodésre torténd atvaltds soran kérdéses, hogy hogyan torténik a
kifejezodési minta 0jboli felismerése, hanem az egymast koveté sejtosztddasok soran is,
hiszen nem kdnnyi megeérteni, hogy mikdzben a teljes genom DNS szinten megkettézodik, és
a regulald kromatinfehérjék disszocialnak koétohelyeikrol, az utddsejtek mégis képesek

hibatlanul reprodukalni elédeik expresszids mintazatat.

A fenti kérdések megvalaszolasahoz elengedhetetlen azoknak az elemeknek az azonositasa,
amelyek ebben a dontési folyamatban kulcsszerepet jatszanak. Vizsgalataink kiindulopontjaul
egy, a Polycomb-csoportba tartoz6 Enhancer of zeste gén kilénleges, dominans mutécidja
szolgalt, amelyet fenotipusa alapjan Trithorax mimic-nek (Trm) neveztink el. A mutans
fehérjersl korabban bizonyitottuk, hogy jol mikddé represszor, de az aktivan tartando
kromatin régiokat is részlegesen inaktivalja. A mutans fehérjében tehat egy olyan elem sérilt
meg, aminek szerepe van az inaktiv kromatin-domének felismeréseben, és a represszio
megfelel6 helyre torténd irdnyitasdban. A muténs fehérje mikodésének megértése kozelebb
vihet annak az altalanos kerdésnek a megvalaszolasahoz, hogy minek alapjan ismerédnek fel

a represszalt domének és épulnek Ujja a megfelel6 helyen a represszor komplexek.

Korabbi vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a mutans fehérje kompetdl a vad
fehérjével, tehat ugyanazokon a kromoszomalis helyeken miikddik, mint a vad fehérje.
Specidlis, mas laboratoriumok altal izolalt flggetlen E(z) pontmutansok segitsegével

valdszindsitettik, hogy a homeotikus gének inaktivaciojaban az E(z) fehérje dimer (esetleg



multimer) formaban vesz részt. A mutans allélt megszekvenaltuk és a parentalis allélhez
képest egyetlen baziscserét taldltunk, amely a 741. arginin aminosav lizinre cserél6dését
okozza. Homoldgia vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az érintett pozicié az E(z) fehérje
represszor szerepti E(z) homoldgokban mindig konzervalt arginin, mig az epigentikus
aktivator TRX homoldgokban konzervalt lizin. Eredményeink alapjan felallitottunk egy a

Trm

hipotézist, amely szerint az E(z) " allél olyan muténs represszort kodol, amelynek inaktivalo
funkcioja érintetlen, mig az aktivalo fehérjekre jellemzé lizint tartalmazé mutans SET
terminalis régié nem képes kilonbséget tenni az aktiv és inaktiv kromatin domének kodzott,

ezeért represszal végul olyan régidkat is, amelyeknek aktivnak kéne maradni.

A palyazat id6tartama alatt Frank Sauer laboratériumaval egyittmikddve mesterségesen, Sf9
sejtvonalban termelt vad és TRM mutans E(z) fehérjék felhasznalasaval sikerult in vitro
kotédést kimutatnunk az E(z) fehérjék SAC-SET-doménjei kdzott, ezzel biokémiailag is
alatdmasztottuk a genetikai eredményeink alapjan kialakitott feltevésiinket, hogy az E(z)
fehérje dimer / multimer formaban miikddik. Ehhez kapcsolodik az a megfigyelesunk, hogy a
trx csoportba tartozo AsH1 és a TRX fehérje is képes in vitro kotédni a vad és Trm mutans E(z)
fragmentekhez. A vad és mutans E(z) fehérjék nem kilénboztek a SET-domén interakciok
tekintetében.

Az elmult idészak fontos eredménye, hogy sikeriilt kimutatnunk a mestersegesen termelt vad
és E(z) ™ mutans fehérjékrsl, hogy képesek specifikusan kotédni a hiszton H3 N-terminalis
farki regidihoz. Még jelentésebb az az eredmény, hogy mind a vad, mind a mutans E(z)
fehérje 273 aminosav hosszusagu C-terminalis darabja hiszton-metil-transzferaz aktivitast
mutat in vitro. Megvizsgaltuk in vitro termelt, kovalensen maodositott (specialisan foszforilalt

és metilalt) peptidek, és mesterségesen termelt, tisztitott vad és E(z)"™

mutans fehérje
segitségevel a két fehérje hiszton-metil-transzferdz aktivitasanak hasonlosagait és
kilénbségeit. Megallapitottuk, hogy mindkét fehérje a H3 hiszton 9. lizin aminosavara
specifikus hiszton-metil-transzferaz aktivitast mutat. Azt is megallapitottuk, hogy az aktivitas
specifikus, de igen gyenge, az altalunk bedllitott in vitro rendszerben éranként minddssze 1-
10 szubsztrat molekula metilalodik. Més laboratériumokban tisztitott E(z) fehérjét tartalmazo
komplexek aktivitasa hasonloan alacsony szintii volt, tehat az alacsony aktivitds altalanos

jellemzéje az E(2)-tipusu hiszton-metil-transzferazoknak (Muller J, et al.,2002). Bar a mutans

és a vad fehérje aktivitasa kismértékben kulonbozének mutatkozott, azt a korabbi



TRM

feltevésiinket, hogy az E(2) mutans fehérje képes lenne metilalni a H3 hiszton farkat a 9.
pozicidban Iévé lizin aminosavon abban az esetben is, ha a 10 pozicidban 1évé serin aminosav
foszforilalt, kisérleteink nem igazoltdk. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy a 4. lizin
aminosavon metilalt peptid szubsztratokon a mutans fehérje a vadnal hatékonyabban
mukodik. Feltételezhetd, hogy az aktiv kromatin domenekre jellemzé 4. lizin metilaciot a
mutéans fehérje konnyebben figyelmen kivul hagyja, ezért az aktivacid iranyaba determinalt

kromatinon is képes a represszios irdnyra jellemzé mintazatot kialakitani.

Transzgenikus riporter rendszer segitsegével (lasd fentebb) megallapitottuk, hogy a
funkcionyeréses Enhancer of zeste mutacio csak akkor képes kifejteni a hatasat izolalt PREn,
ha a transzgén egyuttal tartalmaz egy szomszédos Trithorax Response Element—et (TRE) is.
Ez az eredmény, valamint az a korilmény, hogy E(z) mutéaciok és a trithorax csoportba
tartozo gének mutéacionak kombinalasaval szokatlanul erés genetikai interakciokat mutattunk
ki, arra utal, hogy az aktivalo hatast fehérjék kompetalnak az inaktivalo fehérjékkel.
Kilondsen figyelemre mélté az a megfigyelésink, hogy két funkcidvesztéses, hiszton
metilaciéra nem képes, pontmutéans fehérjét kodolé ashl allél (ash1'®, ash1®!) a null alléllal
ellentétes genetikai interakciot mutat. Mig a delécios ashl allélek jelentésen erdsitik a Trm
fenotipuséat, az ash1'® és ash1? allélek szuppresszaljék azt. Erre a jelenségre az lehet a
magyarazat, hogy a pontmutans AsH1 fehérjék katalitikusan inaktivak ugyan, de tovabbra is
képesek a szubsztrathoz hatékonyan kétédni, ilyen modon kompetalni a TRM-mel. Tekintettel
arra, hogy mind a TRM, mind az AsH1 helyhez kotott (a PRE, illetve a TRE szekvenciakhoz),
a kdzos szubsztrdtum nem lehet mas, mint egy, vagy legfeljebb két nukleoszéma. Ennek a
vetélkedésnek a kimenetele donté hatassal van a célgén aktivitdsdra. Amennyiben ezt a
kovetkeztetésiinket mas modon is ald tudnank tdmasztani, az jelentésen megvaltoztatna az un.
hiszton kod értelmezésére vonatkozd kepiinket, mivel a kodot ,el6allitd” fehérjék a gyenge
katalitikus aktivitdsuk révén, valamint az ennek kdvetkezményeként leirhatd térbeli
kompeticio révén ezek a fehérjék egyuttal a kddot ,,leolvasd” rendszernek is részei lennének.
Az ezeket az eredmenyeinket bemutatd posztert (Bajusz 1., Sauer F., Schedl P. and
Gyurkovics H.: The central role of the SET-domain containing histone-methyl-transferase
protein Enhancer of zeste in the establishment of the epigenetically silenced state)
kivalasztottak a Hyderabadban rendezett EMBO konferencian (,,Upstream and downstream of
HOX genes”, 2005. december 12-19.) val6 bemutatasra.



A mutansgyijteményiink egyik letalis komplementacids csoportjanak tagjai dominans
interakcidkat mutattak a PcG mutéans alléljeivel, ezért ezt a csoportot feltételesen besoroltuk a
PcG tagjai sordba. A génnek a Piros szem (Pis) nevet adtuk. Delécids térképezés segitségével
a Pis gént azonositottuk az adatbazisban szerepl6 CG16975, prediktalt transzripcios
egységgel. A CG16975 szekvencianak megfelel6 virtualis fehérje tartalmaz SAM és mbt
fehérje-doméneket, és ennyiben hasonlit mas, Pc csoportba tartoz fehérjékre, mint pl. a
Sexcombs on midleg-re. Kétszeri kisérletliink, hogy a Pis fehérjével szemben j6 minéségii

ellenanyagot allitsunk el6, nem jart sikerrel, igy ez a jovo feladata lesz.

Muténsgytjteménylnk egy masik, haromtagu letalis komplementacios csoportja a mutansok
fenotipusa alapjan egy, a trx csoportba tartozé gént (Fehér szem, Fes) reprezental. Ezt a gént
régiot atfedé deléciok egyike sem mutatott letalitast, vagy egyértelmi fenotipust a

mutansainkkal, igy ennek a génnek az azonositasa tovabbi munkat igényel.

Rontgen-mutagenezis segitségevel sikerilt letalis revertansokat eléallitanunk az egyik
egyeldre névtelen, eletképes és feltehetdleg funkcionyeréses mutacionkbol. Ezzel a génnel az

elmult id6szakban egyéb elfoglaltsagaink miatt nem tudtunk érdemi munkat végezni.

Végul megemlitendd, hogy az idészak elejen kideritettiik a bonus (bon) gén alléljeirél, hogy
nem a PRE-n, hanem a transzgénekben hasznalt white riportengénen keresztil hatnak, igy a

bon génnel a tovabbiakban nem foglalkoztunk.






