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1. BEVEZETES

1.1. Altalanos bevezetés és célkit(izés

Az eukaridta élélények orokité anyaga kromoszémakra tagolédik. A
kromoszémak anyaga, a kromatin, a DNS mellett fehérjébdl és kismennyiségl
RNS-bél épul fel. Szamos kisérleti adat és medfigyelés igazolja, hogy ennek a
nukleoprotein 06sszetétell anyagnak rendkivil bonyolult, a sejt élete soran
folytonosan valtozo térbeli szerkezete van.

Ha kivonnank egy emberi sejtb6l a DNS-t és minden egyes molekulat egymas
végéhez ragasztanank, akkor egy kérulbellul 2 méter hosszu kettds spiralt kapnank
(Evans,1977). Hogy ez a hatalmas mennyiségli DNS elfér a sejtmagban, annak
készdénhetd, hogy a DNS kulénb6zé szervezédési szinteken (nukleoszéma,
szolenoid, szuperszolenoid) tébbszérésen feltekeredik. Az interfazisos
kromoszémak szerkezete még tovabb témoérddik a sejtosztdodas soran: ha a
metafazisos kromoszéma-garniturat ragasztjuk Ossze egyetlen szalagga, annak
csupan 150 um lenne a hossza (Du Praw és Bahr, 1969). Ez a tomor szerkezet teszi
lehetéveé, hogy a kromoszémak el tudjanak egymastoél kélénulni sejtosztédaskor.

Mas kromatin-szerkezeti valtozasok a génmiikdédés szabalyozasaban téltenek
be fontos szerepet. Példaul az un. ,heterokromatinizacio” révén az emlésdkben a
nénem( egyedek két X kromoszémaja koézul az egyik inaktivalodik, ezaltal lesz

azonos az X kromoszomarol szarmazé géntermékek mennyisége mindkét nemben
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(Lyon, 1961). Az inaktiv X kromoszoma erdsen fest6d6, a maghartya belsé
oldalahoz tapadd heterokromatikus rogként lathatd az interfazisos sejtmagban (un.
Barr-test vagy szex-kromatin). A heterokromatint erés festédése alapjan tdmérebb
szerkezetlinek tartjak, mint a gyengébben fest6dé eukromatint. Ezek alapjan
feltehetnénk, hogy a heterokromatinban nem m(kéd6é, mig az eukromatinban
mikédé gének talalhatdk, ugyanis a lazabb kromatin-szerkezet kedvez annak, hogy
a gének atirédasaban résztvevd fehérjék hozzaférienek a DNS-hez. Ez a feltevés
azonban csak részben igaz: egyrészt vannak olyan kromoszéma-szakaszok, melyek
csak id6szakosan heterokromatikusak (un. fakultativ heterokromatin), masrészt nem
minden eukromatikus kromoszéma-szakaszon elhelyezkedd gén aktiv.

A génmikodés szabdlyozasa soran a kromatin szerkezete nemcsak
tomorodni, hanem fellazulni is képes. Erre j6 példa a kétszarnyu rovarok larvalis
nyalmirigysejtieiben megfigyelt ,kromoszéma-puffok” kialakulasa. Az ezekben a
sejtekben talalhatéd politén ériaskromoszomak jellegzetes savos mintazatuak, ami az
eltéré szerkezetll eukromatikus kromoszdéma-szakaszok valtakozasanak a kovet-
kezménye. Egyes savok a fejlédési allapottél fuggben eltlinnek, ugyanakkor az adott
kromoszéma-szakasz oldaliranyba kiszélesedik, szerkezete fellazul, ugynevezett
,kromoszéma-puffok” jonnek létre. A puffokban intenziv RNS-szintézis torténik.

Egy masik érdekes sajatsaga a Diptera fajok kromoszémainak, hogy a
szomatikus sejtekben az apai és anyai eredetl homolég kromoszémak parosodnak,
telies hosszukban egymashoz tapadnak (Metz, 1916). Noha a pontos okat ma sem

ismerik, ugy Vvélik, hogy a parosodas nem egyszerien a DNS-homoldgia, hanem a
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hasonlé kromatin-szerkezet kévetkezménye. Joggal merul fel a kérdés, hogy ha a
két homoldg ilyen szorosan egymas mellet helyezkedik el, vajon befolyasolja-e az
egyik kromoszéman |évd gének mikdédése a homolég kromoszéma azonos
génjeinek mUkddését? Ennek a lehetéségére utal az az érdekes megfigyelés,
melyet az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) larvajanak politén nyalmirigy-
sejtjeiben irt le Ashburner (1967). Két kulénb6z6é muslicatérzs (beltenyésztett vonal)
kézUl az egyikben egy adott kromoszéma-szakaszon megfigyelhetd volt a mar fent
emlitett puff, mig a masik térzs egyedeiben nem. Ha a két kulénb6z6 térzsbél
szarmazO egyedeket keresztezte egymassal, az igy kapott hibrid utédok mindkét
homolég kromoszémajan kialakult a puff, hasonléan az egyik szul6i térzshéz. Ezzel
ellentétben, ha a hibridekben valamilyen kromoszémalis atrendez6dés (példaul
transzpozicid) kévetkeztében nem tudott parosodni egymassal a két homolég kromo-
szOma az adott régio tertletén, akkor csak az egyik kromoszoman alakult ki puff.
Szamos ehhez hasonlo eset ismert az ecetmuslicaban, amikor a génmuikédés
megvaltozik (és fenotipusos kdvetkezménnyel jar) attél fuggbéen, hogy a homolog

kromoszomak parosodasa gatolt, avagy nem. Ezt a jelenséget transzvekcionak

nevezik (Lewis, 1954). Egyre tobb adat utal arra, hogy a homolég kromoszémak
szomatikus parosodasa és a transzvekci®6 nem kizarélag az ecetmuslica
sajatossaga, hanem névényekben, allatokban és emberben is eléfordulhat (lasd
1.2.1.7. fejezet). Igy e két biolégiai jelenség tanulmanyozésa soran szamos Ui,
altalanos érvény( ismeretre tehetiink szert az eukariéta génmikodés-szabalyozas

€s a magasabbrendl kromatinszerkezet tertletén.
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Ertekezésem egy transzvekcion alapulo jelenség vizsgalatarél szol, melyet mi
mutattunk ki a Drosophila melanogaster egyik un. ,homeotikus” génje, az Abd-B
esetében. Kutatdsunk abbdl a kezdeti megdfigyelésbdl indult ki, hogy a dominans
Fab-7 mutacié okozta jellegzetes fenotipus (a hatodik potrohszelvény hetedikké
modosul) részlegesen visszaszorul, ha a parosodd, homolég kromoszéman |évé
(transz-helyzetl) Abd-B gén mutaciét hordoz. A Fab-7 mutacid segitségével,
elsésorban genetikai modszerekkel részletesen tanulmanyoztuk az Aaltalunk
kimutatott transzvekciét az egyedfejlédés két fontos stadiumaban, kulénbézé
szOvetekben: az embriondlis mezo- és ektodermaban, valamint kézponti
idegrendszerben (CNS), és az adult kualtakarén (kutikulan). Tudomanyos célul az
Abd-B doménben észlelt transzvekcios jelenség okanak és hatasmechanizmusanak

feltarasat tlztuk ki.

Az értekezés formai kovetelményei miatt a tovabbiak konnyebb megértését

eldsegitd tudomanyos hattéranyag a Fiiggelékben talalhato.
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1.2. Irodalmi attekintés

1.2.1. A szomatikus parosodas és a transzvekcio torténete

Metz (1916) leirta, hogy a mitézis soran a Drosophilak és mas Dipterdk testi
sejtieiben a homolég kromoszomak - a meidzis profazisahoz hasonléan - teljes
hosszukban parosodnak egymassal. A mitoézis korai profazisaban a homolégok
szorosan Osszetapadnak; ez a kapcsolat a metafazisban fellazul, de az anafazis
végére ismét megerdsodik. Mivel sejtosztddas elétt és utan is lathatd a parosodas,
Metz feltételezte, hogy ez az allapot fennmarad az interfazisban is. Ezt az
elképzelést igazolta a larvalis politén, interfazisos ériaskromoszémak felfedezése
(Painter, 1933), amelyeknél jol megfigyelheté a homolégok parosodéasa. Az ezutan
beindult, széleskor( citoldgiai vizsgalatok soran kiderllt, hogy a parosodas
megszlnik a kromoszéma egyes szakaszain, ha az egyik homoldégon szerkezeti
atrendez6dések (kromoszoma-mutaciok) talalhaték. Ezzel egyidében felismerték,
hogy egyes mutaciok okozta fenotipus fugg a homolég kromoszémak szomatikus
parosodasatol. Ezt a jelenséget transzvekcionak nevezte el Lewis (1954). A
teljességre valo térekvés igénye nélkul, az aldbbiakban azokat a fontosabb géneket

illetve mutacidikat emlitem meg, melyeknél megfigyelhetd ez a jelenség.
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1.2.1.1. A cubitus-interruptus (ci) gén

A homoldg kromoszémak parosodasatol fuggd és fenotipusos kévetkezmé-
nyekkel jaré elsé adatok Dubinyin nevéhez flzédnek. Az altala megfigyelt un.
cubitus-interruptus hatas egy jol alkalmazhaté eszkéznek bizonyult a negyedik és
mas, nem homolég kromoszémat egyszerre érint6 atrendezddések, reciprok
transzlokaciok azonositasara. A cubitus-interruptus (ci) gén a negyedik kromo-
széman talalhato, melynek homozigéta mutans alléljei a szarny hianyos vénazatat
okozzak. Dubinyin (1934) felfedezte, hogy ezek a heterozigéta allapotban recessziv
mutaciok dominanssa valnak, ha a homolég kromoszéman, ami a vad allélt
hordozza, bizonyos tipusu atrendezddéseket - transzlokacidkat - indukal. Ezek az
atrendez6dések nem érintik a vad allélt, és olyan mas (un. ,second site”) mutacidkat
sem okoznak, amik befolydsolhatnak a ci* gén mikdédését. Ezt az a tény bizonyitja,
hogy az atrendezédéseket hordozé kromoszémak sem homo-, sem hemizigéta
(haploid) allapotban nem okoznak ci fenotipust, tovabba akkor is kifejtik hatasukat,

ha nem a vad, hanem a mutans allélt hordozd kromoszéman vannak. Vagyis:

cilei* vad fenotipusu
ci ‘IR(ci’) ci fenotipusu

R(ci’)IR(ci”) vad fenotipusu
R(ci*)I0 vad fenotipusu

ci*IR(ci ") ci fenotipusu (R a kromoszomalis atrendez6dést jeldli)
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A ci-hatas tehat a homoldg kromoszémak parosodasatdél fuggd, transzvekcios
jelenség. Ezt igazolja az a medgfigyelés is, miszerint a recessziv ci mutacid szintén
dominanssa valhat kalénb6zé Drosophila fajok kdzétti hibridekben: példaul a D.
melanogaster | D. simulans ci/+ genotipusu hibrid ci fenotipusu (Uphoff, 1949).
Lemeunier és Ashburner (1984) kimutattak, hogy e hibridekben a negyedik
kromoszdémak gyengén parosodnak, hasonlé moédon, mint ahogy az a Dubinyin altal
izolalt kromoszémalis atrendezédések kovetkeztében megfigyelhetd a ci lokusz
kérnyezetében. Dubinyin (1934) tovabba megallapitotta, hogy a ci-hatassal bird
atrendezédések negyedik kromoszémat érinté téréspontja mindig a ci lI6kuszhoz

képest proximalisan (a centromer felé) talalhaté. Ugy tlnik tehat, hogy a homolégok

parosodasa elsésorban a gén és a centromer koézétti kromoszéma-szakasz

folytonossagatél fugg. A ci-hatas pontos hatasmechanizusa ma sem ismert.

1.2.1.2. A brown (bw) gén

A bw gén funkcidvesztéses mutacioi recessziv fenotipusuak, csak a
homozigéta egyedek mutatjak a jellegzetes barna szemszint. Koran ismertté valtak
azonban dominans (bw"”), variegalé fenotipust okozo allélok is, melyeket kivétel
nélkal kromoszémalis atrendez6dések - heterokromatikus téréspontot hordozé
inverzidk (Miiller, 1930) vagy heterokromatikus kromoszéma-szakaszok inszercioi
(Slatis,1955a,b) - okoznak. Ez a dominans pozicié-effektus szintén a homolég

kromoszémak parosodasatél fugg: D. melanogaster!D. simulans bw’/+ genotipust
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hibridekben ugyanis (lasd 16. oldal) nem észlelheté (Morgan és mtsai., 1937). A
késdbbi vizsgalatok (Henikoff és Dreesen,1989) felderitették, hogy a vad allélt
hordozé homoldgon indukalt, a bw génhez kozeli téréspontd, de a gént érintetlendl
hagyé atrendezddések is megszuntetik illetve csdkkentik ezt a parosodas-fluggd,
dominans inaktivaciét. Az inaktivacio okat is sikertlt megfejteni: talaltak a bw génben
egy olyan szakaszt, melyet eltavolitva parosodas esetén sem inaktivalédik (illetve
csak igen kismértékben) a transz helyzetl bw* gén (Dreesen és mtsai., 1991). Ez a
szakasz koti azon heterokromatikus fehérjéket, melyek a jelenséget kivalté inverzié

illetve transzpozicid révén kertlnek a bw gén kézvetlen szomszédsagaba.

1.2.1.3. A bithorax (bx) |16kusz és E. Lewis

Lewis 1954-ben érdekes megfigyelést it le: ha az egyik harmadik

kromoszoma a bx**, mig a masik az Ubx' mutaciot hordozza, az igy lathatdé mutans
fenotipus (a billér részlegesen szarnnya alakul) egyes esetekben megerésddik, ha

az egyik harmadik kromoszoman egy atrendezdédés talalhato. Vagyis:

bx*I1Ubx" < R(bx*)IUbx" illetve bx*IUbx" < bx*IR(Ubx')
és
ROX*)IUBX' = bx™IR(Ubx)

(< : erésebb mutans fenotipus, R : kromoszémalis atrendez6dés)
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Lewis a jelenséget ,transzvekcionak” nevezte el, amit igy definialt: ,pozicié effektus,
amely kromoszémalis atrendezédések kovetkeztében nyilvanul meg a transz-
heterozigétakban”. Noha Lewis kezdetben ugy gondolta, hogy kulénb6zd gének
mutacidinak a hatasat latja, az altala leirt térvényszer(iségek kivaldéan alkalmazhatok

ma is. Ezek a kovetkezdk:

1. szabdly: Azon atrendezédéseknek, melyek a fenti esetben a fenotipus
szigorodasat okozzak, az egyik toéréspontjuk a harmadik
kromoszéma centromerje és a bx lokusz kozétti szakaszon (a
81A-t6l a 89E-ig terjedd citolégiai egységen, az un. kritikus

région”) beltli, mig a masik térépontjuk ezen kivuli tertletre esik.

2. szabdly: Azoknak az atrendezddéseknek, melyeket valamely mas,
fuggetlen modszerrel talalnak, de a fenti tesztben nem fokozzak a
mutans fenotipust, mindkét téréspontjuk a kritikus région kivdl

talalhato.

3. szabdly: Ha az egyik téréspont a kritikus régio proximalis részére (81-86
région belll) esik, akkor a masik téréspont az X, 2L, 2R és 3R

kromoszdma-karokon disztalis helyzetd.

4. szabaly: Ha az egyik téréspont a kritikus régioé (81A-89E) disztalis részén

van, akkor a masik téréspont eloszlasa teljesen véletlenszerd.
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Lewis (1954) tovabba megallapitotta, hogy a mutans fenotipus még tovabb
er6sithetd, ha mindkét kromoszéman olyan atrendezédés van, amely kalén-kalén is
ilyen hatassal bir. Ha azonban a két atrendez6dés nagyon hasonl6 - kdzeli -, esetleg
azonos toérésponttal rendelkezik, akkor nem gyengll a homoldégok parosodasa és
ezaltal nem er6ésodik a fenotipus. Ez utdbbi megallapitast az 6tédik szabalyként
szoktak emliteni. (Természetesen, mint minden szabaly aldl, ritkan itt is eléfordulnak
kivételek.) Lewis munkassaga jelentés hatast gyakorolt a késébbi transzvekcids
vizsgalatokra és szamtalan mas eredmény készdnhetd neki. Modszerét kévetve
példaul igen kénnyen lehet atrendezédéseket izolalni a harmadik kromoszdma jobb

karjan, a kritikus région belul.

1.2.1.4. A Contrabithorax (Cbhx) mutaciok

A dominans Chx mutaciok hatasara a masodik torszelvény (T2) részlegesen
harmadik torszelvénnyé (T3) alakul, aminek legszembet(inébb jele a szarny
részleges billérré valé moédosuldasa. E homeotikus transzformacié annak a
kévetkezménye, hogy az Ubx gén ektopikusan aktivalédik a T2-ben (az Ubx ugyanis
normalisan csak a hatrébb elhelyezkedd szelvényekben fejezddik ki).

A Cbx' mutaciét (Lewis, 1954) az Ubx gén egyik cisz-regulatoranak (pbx) az
Ubx-doménen beluli transzpozicidja okozza (Bender és mitsai., 1983; Casanova és
mtsai., 1985 Karch és misai.,1985). Erdekes moédon a Cbx'/Ubx' transz-

heterozigétak kevésbé Cbx fenotipustak, mint a Cbhx'/+ heterozigétak. Ez a
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megdfigyelés arra utal, hogy a Cbx' mutacié kévetkeztében mindkét homolégon
megvaltozik az Ubx gén mikodése, vagyis a Chx' mutacid mind cisz-, mind
transz-hatassal bir. A transz-hatast igazolja az a tény is, miszerint egy cisz-helyzet(
Ubx mutacié nem szinteti meg teljesen a mutans fenotipust: a Cbx'Ubx'/+ kettés
(cisz-) heterozigétdk - noha sokkal gyengébb mértékben, mint a Cbx'/+
heterozigétak - tovabbra is Cbhx fenotipusiak maradnak, ami kizarélag a vad
homolég kromoszéman lévé ép Ubx gén transz-regulaciéjaval magyarazhatd (az
Ubx" ugyanis egy null mutécié). A Cbx'Ubx'/+ cisz-heterozigbtak gyenge Cbx
fenotipusa szigoruan parosodas-figgé: megszlnik vagy visszaszorul, ha a kritikus
régioban, barmelyik harmadik kromoszéman atrendezddést indukalunk.

A Chx? mutéaciét (Lewis, 1982) egy inverzié okozza, melynek egyik téréspontja
az Ubx gén pbx cisz-regulator régidjaban van (Bender és mtsai., 1985), mig a masik
téréspont a bithorax-komplex-en kivul, a 91C-E citologiai régidban talalhatd (Lewis,
1982). A Cbx’ mutécié a Cbx'-hez hasonléan parosodas-figgé, dominans Cbx
fenotipust okoz, de itt a mutans jelleget csak a parosodas gatlasa esetén lathatjuk
(Micol és Garcia-Bellido, 1988). Ha a két eltér6 Cbhx mutacid hatasat
dsszehasonlitjuk, akkor azt mondhatjuk, hogy a Cbx’ esetében az ektopikusan aktiv,
mutans gén aktivalja az inaktiv, vad tipusu gént, mig a Cbx’ esetében a vad, inaktiv
gén inaktivalja a mutans, ektopikusan aktiv gént. A homolég kromoszémak
parosodasa tehat mind aktivalo, mind inaktivalo hatast kozvetithet, egyazon gén

esetében is.
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1.2.1.5. A yellow (y) gén

A recessziv, »’* null mutaciéra homozigéta felnétt muslicak és larvak
egyarant mutans fenotipusuak: példaul a normalisan sztrkés-barna adult kultakaré
sarga, illetve a normalisan fekete larvalis szdjszerv sargds-barna szinlG. Ettdl
eltéréen, a )” allél esetében csak a homozigéta felnétt egyedek kultakardja mutans
(sarga szinl), a larvalis szajszerv viszont vad (fekete) szinezetl. A varakozassal
ellentétben, a )?/y’” transz-heterozigéta larvak és felnétt egyedek egész testikon
vad fenotipusuak (Geyer és mitsai.,1990). Ez az interallélikus komplementacié
megszlntethetd, ha kromoszomalis atrendezédésekkel gatoljuk a mutaciokat
hordozé homolégok parosodasat. A )°/y’”  transz-heterozigdtakban észlelt
transzvekcios jelenség megértését a két kulénb6zd yellow allél molekularis szintd
megismerése tette lehetévé. A )7 allélban egy genetikai mozgékony elem, un.
,aypsy” retro-transzpozon ékelédétt a yellow gén szdvetspecifikus enhanszerei kdzé,
ezaltal egyes enhanszereket elvalaszt a yellow gén promoéter régidjatdl. A )’ az
el6z6 allél szarmazéka, egy deléciét hordoz, ami eltavolitia az inszerciét, sét a
yellow gén promoéterét és az elsé exont is. A delécié ugyanakkor érintetlentl hagyja
azokat az enhanszereket, amelyek a )” allélban az inszercié masik oldalan, a yellow
géntél tavolabbi irdnyba esnek (22. oldal, 1. dbra). A y’/)y’* transz-heterozigdtakban
a y’* kromoszéman marad6 ép enhanszerek képesek kélcsénhatasba lépni a )’
kromoszéman |évé ép promoéterrel (22. oldal, 1. abra). Az igy létrejévé un.

Jtransz-regulaciénak” készénheté a kapott interallélikus komplementacio.
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1. abra. A yellow gén szabalyozasa y°/y’ homozigétaban és y°/y*** transz-heterozigétaban
(egyszeriisitett rajz).

promoter
exon

kutikula enhanszer

gypsy inszercié

g<(6le

larvalis szajszerv enhanszer

< %

1.2.1.6. A zeste-white (z-w) kdlcsonhatas

Gans (1949) leirt egy érdekes, a D. melanogaster X kromoszémajara
térképezheté mutaciot, amit zeste-nek (z) nevezett el jellegzetes citromsarga
szemszine miatt. A mutacio eltérd fenotipust eredményezett a két nemben: az X /Y
himek vad (piros), mig az X /X * n6stények zeste (sarga) szemiek voltak. Gans
1953-ban kimutatta, hogy két vad kopia kell a szintén X-kromoszéman lévé white (w)
génbdl ahhoz, hogy lathassuk a jellegzetes szemszint. Ez azonban csak szukséges,
de nem elégséges feltétel: ha az egyik w* gén kézvetlen kérnyezetében (a 3C
citolégiai région belul) a gén elrontasa nélkal kromoszémalis atrendezddést
indukalunk, illetve eredeti helyérél egy transzpozici6 révén egy masik

kromoszémadlis kérnyezetbe juttatjuk a w* gént, megsziinik a mutans fenotipus.

Hasonlé6 médon, egy hemizigéta z himnek vad tipust marad a szemszine, ha az
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egyik autoszémajan egy extra képia w* gént hordoz. Ha azonban erre az inszerciéra
homozigétava valik (az X kromoszéman pedig w lesz), akkor az ilyen himnek (a
homozigéta z ndstényekhez hasonléan) citromsarga lesz a szeme. Mindebbdl

kittinik, hogy a két kopia w* génnek parosodnia is kell. A zeste-white kblcsénhatas

szempontjabdl fontos geno- és fenotipusok az 1. tablazatban talalhatok.

1. tablazat
Genotipus: Fenotipus:
2wy piros szem
Z'whiz'w* sarga szem

Z'Dp(1; )w'lY

Z'w/z'w

Z'WY:Dp(1;A)w' |+
z'w/Y;Dp(1;A)w'/+
Z'w'IY;Dp(1;A)w", IDp(1;A)w",
z'w/Y;Dp(1;A)w", IDp(1;A)w",
Z'Dp(1; 1)w'/Y;Dp(1;A)w'[+
Z'Dp(1; Dw'1Y;Dp(1;A)w", IDp(1;A)w",
Z'w/Y;Dp(1;A)w'w*/+
Z'w/Y;Dp(1;A)w'w*/Dp(1;A W',
Z'w/Y;Dp(1;A)w", IDp(1; AW,

sarga szem
piros szem
piros szem
piros szem
piros szem
sarga szem
piros szem
sarga szem
sarga szem
piros szem

piros szem

Dp(1;1)w" egy tandem-duplikacidja a w* génnek a 3C régiéban az X kromoszéman. (A tandem-duplikacion
beliil az azonos kromoszéma-szakaszok parosodnak egymassal). Dp(1;A)w* a w* gén transzpozici6ja az X-r6l
egy autoszomara. Dp(1;A)w", és Dp(1;4)w"; két kiilonb6z8 autoszomds transzpozicid. Dp(1;4)w*w" autoszomés

tandem duplikécidja a w* génnek. A z'w/Y genotipusi himeknél leirt dsszes geno- és fenotipus alkalmazhat6 a

Z'w/z'w genotipusii néstényekre is (4shburner nyoman, 1989a).
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1.2.1.7. A zeste (7) gén szerepe a transzvekciéban

Lewis (1954) eredeti kisérletében, melyben a parosodast befolyasold
atrendez6déseket izolalta, talalt egy recessziv, X kromoszdémara lokalizalhaté

mutaciét, ami a kromoszoémalis atrendezédésekhez hasonldan, szintén gyengitette
az interallélikus komplementaciét. Ezt a mutacidt Lewis ,enhancer of bx’-nek
(roviditve e(bx)-nek) nevezte el. Késébb kiderllt, hogy az e(bx) egy zeste allél
(Kaufman és mtsai., 1973). A tovabbi kutatasok feltartdk, hogy szamos esetben
egyes z allélok (az an. z* allélok, a z' allél funkcio-vesztésés szarmazékai, illetve az
e(bx) allél) hatnak mas, transzvekciét mutatoé rendszerekre is. Példaul: a Cbx'Ubx'/+
heterozigotak Cbx fenotipusa megszinik (Gelbart és Wu,1982), mig a Cbx’/+
egyedeknél épp ellentétesen, lathatova valik a mutans jelleg z allélok jelenlétében
(Micol és Garcia-Bellido, 1988). Mas esetekben z hattéren megsziinik a parosodas

faggs, interallélikus komplementacié (/)%

, Geyer és misai.,1990). Mindezen
adatok a zeste gén intenziv genetikai és molekularis vizsgalatara iranyitottak a
figyelmet. A ZESTE fehérjérél kiderult, hogy DNS-kétd tulajdonsagu és multi-
polipeptid aggregatumokat képez (Benson és Pirotta, 1987,1988). A ZESTE fehérje
kooperativ mdédon kétédik a DNS-hez, és olyan kromoszémalis régiok &éssze-
kapcsolasara is képes, melyek egymastél egyébként tavol, esetleg kulénb6zd

homolégokon helyezkednek el (Wu és Goldberg,1989, lasd kdévetkezd oldal, 2.

abra.)
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2. abra. A zeste gén szerepe a nagytavolsagu génszabalyozasban az an. ,looping-modell”
révén. DRE=tavoli reguladtor elem, P=promoéter, ZBS=zeste-k6t6 DNS-szakasz, Z=ZESTE
fehérjekomplex, A=lineéris &llapot, B=kihurkol6das, cisz-regulacié, C=kihurkol6das, transz-regulacié
(transzvekcid). A folytonos vonal a homol6g kromoszomakat jelképezi (Pirotta, 1991).

78S
A

Ez az eredmény csak tovabb fokozta a zeste gén iranti érdeklédést. Kiderult
azonban, hogy a z nem minden transzvekcidés rendszerre hat, példaul a bw”
esetében nincs hatasa. igy megdélt az a feltevés, miszerint a ZESTE fehérje
elsbdleges és altalanos szerepe a homolég kromoszémak dsszetartasa lehet. E
mellett azt is megallapitottak, hogy a ZESTE fehérje in vitro DNS-kétésre csak akkor
képes, ha két kétéhely talalhatdé egymas mellett. A kegyelemdéfést” az jelentette,
amikor Goldberg és munkatarsai (1989) atfedd delécidk révén kimutattak, hogy a
zeste gén nem életfontossagu. Viszont egy sor fontos és Uj dologra derlt fény a z

gén vizsgalata soran: a ZESTE fehérje a y, az Ubx és a w gén transzkripcios faktora.
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A z gén fontossaga leginkabb ,szembet(ind” az utdbbi esetben: ha a normalis
WHITE fehérjének legalabb 3 szazaléka jelen van a muslica szemében, akkor az
vad fenotipust eredményez. Ezzel szemben vildgosabb, barnas szinl egy zeste null
allélra homo- vagy hemizigdta muslica szeme, ami annak a kdévetkezménye, hogy
mikédbképes zeste géntermék hianyaban a WHITE fehérje mennyisége lecstkken a
kritikus szint ala. Semmilyen mas fenotipikus jelleg nem figyelheté meg zeste null, de
egyébként vad genetikai hattéren. Erdemes Ujbdl visszatérni a z' allél okozta
szemszinre: a sarga szin (egy z null allél okozta barnahoz képest) a w* géntermék
tovabbi csokkenésének a kévetkezménye, vagyis a z' allél antimorf. Ezt igazolja
revertalhatésaga és az igy kapott barnas szemszin. A z/ mutacié okozta séarga
szemszin szuppresszalhaté is: ha hianyzik a Posterior sex combs (Psc, Jiirgens,
1985), a Suppressor 2 of zeste (Su(z)2, Kalisch és Rasmuson, 1974), vagy a Sex
combs on midleg (Scm, Jiirgens, 1985) gének terméke, akkor visszaall a vad
szemszin. Mindharom gén a Polycomb (Pc) csoport tagja, melynek fontos szerepe a
kromatin inaktiv konformaciés allapotanak fenntartasa (Jiirgens, 1985, Paro, 1990).
Ugy tlnik tehat, hogy a z' allél olyan fehérjét termel, mely kétédve a w génhez
odavonz olyan mas fehérjéket, melyek inaktivaljak a w gént. Ezt a feltevést igazolni
latszik az az adat, miszerint z* (vad) hattéren a PSC fehérje nem kétédik a w
I6kuszhoz a nyalmirigy-oriaskromoszéma készitményeken (Rastelli és mtsai., 1993).
Ugyanakkor enhanszere is létezik a z' mutaciénak: mint ismeretes, a z'/Y hemizigéta

himek vad szemUek, csak a z'/z' homozigéta néstények szeme sarga. Egy masik
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Pc-csoportba tartozé gén - az Enhancer of zeste (E(z), Kalisch és Rasmuson, 1974) -
funkcio-nyeréses mutaciéja dominanssa teszi a z' mutéciét himekben. A
funkcio-vesztéses E(z) allélok viszont z' szuppresszorként viselkednek (Jones és

Gelbart, 1990).

1.2.1.8. A szomatikus parosodas és a transzvekcié el6fordulasa mas

élélényekben

Joggal merul fel a kérdés, hogy ez a két jelenség vajon el6fordul-e a muslican
kival, mas szervezetben is. Mint az eddigiekbdl kiderult, a transzvekcio eléfeltétele a
homoldg kromoszomak parosodasa a testi sejtekben. Ez a mitézis soran normalisan
csak a Dipterdknadl figyelhetd meg. Az interfazisos kromoszémak viszont csak
politén allapotban tanulmanyozhatdk. llyen allapot csak ritkan fordul el az
élévilagban, ott, ahol hirtelen nagy mennyiségli géntermékre lesz szikség. igy van
ez a ndvényvilagban példaul a kozonséges bab (Phaseolus vulgaris) sziklevelének
un. ,szuszpenzor sejtieiben” (Nagl, 1969). Itt viszont a homolégok nem parosodnak.
Az eddigi modszerektél eltéré, mas eljarasokra van tehat szikség az interfazisos
kromoszomak parosodasanak széleskori vizsgalatara.

A kérdés gondolati szinten is elemezhetd. Minden él6lény mindegyik génje
,ismeri és gyakorolja” is a parosodast, sejtciklusonként legalabb egy alkalommal. Ez
a replikacios villan valé athaladaskor térténik, amikor a testvér-kromatidak kézel

vannak egymashoz és ,informaciot is cserélnek” (Wu, 1993). Noha ez nem a
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homoldg kromoszdmak, hanem a testvér-kromatidak parosodasa, elképzelhetd, hogy
a replikacioés villaban résztvevd egyes faktorok ,masodallasban” szerepet jatszanak
a homologok parosodasaban is. Egyes szerzék szerint ez egy lehetséges tényezé a
replikacios kontroll folyamataban (Roberts €s Weintraub, 1986; Abeles és Austin,
1991; Kittel és Helinski,1991).

Természetesen igazi jelentéséggel a kisérleti adatok birnak. A mitétikus
rekombinacid6 nem mikédhetne a homolégok parosodasa nélkul. Ez egyes
esetekben lathatd is: German (1974) leirta, hogy a Bloom-szindrémaban szenvedd
emberekben az abnormalis metafazisok tébb, mint nyolcvan szazalékaban egy
,quadriradialis figura” figyelhet6 meg azonos hosszusagu kromoszoma-szakaszok
kicserél6dése miatt. Arnoldus €s munkatarsai (1989) szintén kdzvetlen adatokkal
szolgaltak: az 1. és 7. emberi kromoszémak centromer-specifikus probaival in situ
hibridizaciét végeztek interfazisos sejtekben. A 7. kromoszoma probajaval két
kulénallo jelet kaptak a kisagyi €s nagyagyi szévetekben egyarant. Ezzel szemben,
az 1. kromoszéma préobajaval a kisagyi sejtekben csak egy nagy, dsszefuggd jelet
lattak. Ezek szerint az emlés sejtekben a homolégok szomatikus parosodasa
nemcsak a kérdéses kromoszéma-szakasztol, hanem az adott sejttipustdl is fugg.

Lathaté tehat, hogy a homoldégok parosodasa nem kizardlag a Drosophila
sajatsaga. De vajon van-e példa a transzvekcié jelenségére is mas élélényekben?
Ugy tlnik, igen. A névényvilagban Bollmann és munkatérsai (1991) szerint az
oroszlanszdj (Antirrhinum) mutans nivea alléljanak szemidominancigja, illetve az

allatvilagban az egér anyai hatasu, T génje (Tsai és Silver, 1992) esetében
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tapasztalhatd interallélikus kélcsénhatas szintén transzvekcion alapszik. Laird
(1990) hasonlésagot vélt felfedezni az emberi Huntington-szindréma és a dominans
pozicio-effektus-variegacié, a parosodas koézvetitette transz-inaktivacié koézétt
(muslicaban a bw” esete). Bitter és munkatarsai (1985) akut nonlimfocitas
leukémiaban szenveddk sejtieiben olyan inverziokat, transzlokacidkat vagy
transzpoziciokat talaltak, amik egyszerre érintették a 3gq21 és 3926 un. ,térékeny
régidkat’. Le Beau és munkatarsai (1983) akut myelomonocitas leukémiasok 16-os
kromoszomajan a p13 és q22 régidkat egyutt érinté atrendezédéseket észleltek.
Lehet, hogy ezen téréspontok okozta mutaciok felelések a betegségek
kialakulasaért. Az is elképzelhetd viszont, hogy vannak olyan gének, melyek részt
vesznek a sejtosztddas szabalyozasaban, és a normalis mikddéslukhéz szlkség
van a homoldg kromoszomak parosodasara. Ez azonban gatolt az atrendezédések
kévetkeztében, ami hibas mulkédéshez (betegséghez) vezet (Tartof és Henikoff,

1991).

1.2.2. Mikor jon létre a transzvekci6?

A transzvekcids jelenségek vizsgalata soran a két legfontosabb, egymassal
szorosan 6sszefuggd feladat annak a tisztazasa, hogy a homolég kromoszémak
parosodasa mikor és milyen mechanizmus révén fejti ki hatasat a génmuikddésre. A
legtébb magyarazat (lasd kdvetkez6 fejezet) szerint a transzvekcié azon alapszik,

hogy a homolégok parosodnak a transzkripcié soran.
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Ettél eltéréen, a ,nuklearis kompartmentalizacid” (Zachar és misai., 1985, Carter és
misai.,, 1991, Leonhardt és mitsai., 1992) és a transzkriptumok un. ,nukledris
dsvényekben” (Xing és Lawrence, 1991) térténd lokalizacidja révén lehetéség van
arra, hogy a transzvekcid a transzkripcio utan kévetkezzen be, példaul a képz&dott
és az ,érés” soran feldarabolt RNS-molekuldk egyes darabjainak ,kereszt-illesztése”
(an. ,trans-splicing”, Judd 1979) altal.

Egy masik lehetéség szerint, ha a transzkriptumok csoportot (Un. ,cluster’-t)
alkotnak a sejtmagban, akkor csoportosulva Iépnek majd be a citoplazmaba is, ahol
a transzlacié soran keletkezd fehérje koncentracidja lokalisan magas értékii lesz. Ha
az igy keletkezett géntermék hatasa koncentracié-fuggd, akkor a homolégok paroso-
dasanak hatasa csak a transzlacié utan nyilvanul meg (Xing és Lawrence, 1991).

A transzvekcid szempontjabdl kritikus parosodas a transzkripcid elétt, a
replikacié soran is létrejohet, de kévetkezménye a parosodas megszinte utan, sejt-
ciklusokon at is megmaradhat, ha a parosodott-nem parosodott allapotukra

.emlékeznek” az egyes gének (un. ,imprinting”, Sabl és Laird, 1992).

1.2.3. A homolégok parosodasanak szerepe, a transzvekcio jelentésége

Vajon az egyedfejlédés els6é pillanatatdl, a diploid allapot kialakulasatol
kezdédbéen parosodnak a Dipterak homolég kromoszémai? Ha nem, akkor mikor
koévetkezik be ez a jelenség? A kérdés megvalaszolasahoz szukséges elsé adatokat

genetikai kisérletek szolgaltattak. Martinez-Laborda és munkatarsai (1992)
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kimutattak, hogy a yellow gén transzvekcidjahoz (1.2.1.5. fejezet) hasonlé transz-
regulacié jon létre az Ubx doménben is, ha az egyik homolégon az Ubx gén
promoétere, mig a masik homolégon az Ubx gén egyik cisz-regulatora (enhanszere)
hianyzik illetve hibas. llyen mutans-kombinaciéban parosodas esetén igen erés
komplementéacid észlelheté az Ubx gén altal meghatarozott két paraszegment (a
PS5 és PS6) nagy részén. Erdekes médon a PS5 anterioralis felén (PS5a) nincs
komplementacio. Ugyanakkor kimutathatd, hogy a masodik lab-diszkuszban (mely a
PSS anteriorélis részén helyezkedik el) SEX COMBS REDUCED fehérje (SCR)
jelenik meg, ami vad tipusu allatokban nem észlelheté. Az UBX fehérjérél tudott,
hogy gatolja a Scr gén muakédését (Struhl, 1982). Amennyiben az UBX fehérje
hianyzik az egyedfejl6dés elsé tiz 6rdja soran, a késébbi jelenléte mar nem tudja
meggatolni a Scr gén ektopikus kifejezédését. Martinez-Laborda és munkatarsai
(1992) ezek alapjan feltételezték, hogy az Ubx gén kérnyezete az egyedfejlédés elsd
oraiban még nem parosodott.

Az elébbi feltevés helyességét Hiraoka és munkatarsai (1993) igazoltak. In
situ hibridizacié révén kimutattak, hogy a homolég kromoszémakon |évé hiszton
géncsoport az egyedfejlédés elsdé két orajdban nem parosodik (ez az egyrétegd,
szincicialis blasztoderma allapot, a tizenharmadik osztédasi ciklus). A tizennegyedik
ciklusban bekdvetkezik a cellularizacid, kialakulnak a sejthartyak a sejtmagok kérul.
Ettél az osztddasi ciklustdl kezdve a vizsgalt kromoszéma-szakasz parosodva
figyelheté meg, melynek egyuttal megvaltozik a sejtmagon beldli térbeli helyzete is:

a koézponti részrél elmozdulva, apikalisan helyezkedik el (ez a helyvaltoztatas
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feltenet6leg a centromer kérnyezetében elhelyezkedd heterokromatin kondenza-
cidjaval magyarazhato). Valdszin(i, hogy a parosodas idépontja nem a véletlen
mdve: ebben a ciklusban (14.) aktivalodik a zigbtikus gének zéme.

Ezen el6zmények alapjan Wu (1993) felvetette annak a lehet6ségét, hogy a
homologok parosodasanak szerepe lehet a génmlkodés szabalyozasaban.
Modelljében egy adott kromoszdéma-szakasz a ,linearisan régzitett” allapotban
szorosan parosodik a homoldgjaval. Ebben a helyzetben az adott tertleten Iévé gén
enhanszere nem juthat a promoéter koézelségébe, mert mindkét régié a sajat
homolégjaval parosodik, mintegy odaszegecselve. A  kihurkolédott” allapotban
lokalisan megszlinik a parosodas, a prométer és az enhanszer régiok kell6

kézelségbe kerulhetnek (3. abra), mely altal lehetévé valik a transzkripcio.

3. abra. A kromoszéoma ,linearisan rogzitett” és ,kihurkolodott” allapota (Wu, 1993).
®=enhanszer, P=prométer. A parosodott kromoszéma-szakaszt a kis res karikak (0) jelképezik.
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A homolég kromoszomak parosodasanak szerepérél és a transzvekcid
jelentéségeérdl alkotott vélemények igen eltéréek. Az elébbiek alapjan, Wu (1993)
szerint a parosodas egyik feladata az lehet, hogy kizarja a transzvekciét ott, ahol az
karos lenne (példaul nem adekvat prométerek és enhanszerek kélcsdnhatasa

soran). Ezzel ellentétben, egyes esetekben a transzvekcio ,tulélési esély, menté6v”
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lehet a létrejové komplementacid révén (Zachar és mitsai., 1985; Monk, 1990).
Ashburner (1977) szerint a transzvekcié alapvetd, kulcsfontossagu folyamat lehet
politén sejtekben. Ugyanakkor az is elképzelhet6, hogy a transzvekcié nem egy
specialis feladat ellatasara kifejlesztett biolégiai képesség, hanem azért |étezik, mert
olyan faktorokat ,hasznal’, amelyek elsédleges szerepe mas, alapvetd bioldgiai
folyamatokban valé részvétel, a transzvekcio pedig csak melléktermék (Wu, 1993).
Kétségkivul igaz, hogy transzvekciét kimutatni eddig csak akkor sikerult, ha
legalabb az egyik homolég kromoszéma mutans allélt hordozott. Homozigéta vad
allélok esetében latszdlag semmilyen kévetkezménye nincs annak, ha a homolégok
nem parosodnak. Eléfordulhat azonban, hogy az egyes fenotipusos jellegek nem
reagalnak elég érzékenyen a parosodas hianyaban bekdvetkezé finom génmiko-
désbeli valtozasokra. Ezt sugallia Goldsborough és Kornberg eredménye (1996),
akik molekularis modszerrel kimutattak, hogy lecsékken az Ubx gén kifejezédésének
mértéke mindkét homolégon, ha a homolég kromoszémak parosodasa

atrendezdédések koévetkeztében meggyengul.

Véleményem szerint a transzvekcié legnagyobb tudomanyos jelentésége
(attél fuggetlenul, hogy létezik-e vad tipusu genetikai hattéren is, vagy nem) az,
hogy vizsgalata soran szamos bioldgiai folyamat részleteit megismerhetjuk. Ennek
szemléltetésére, e fejezet végezetéll kbvetkezzen egy felsorolds, ami az eddig
ismert esetekben a transzvekcié lehetséges mechanizmusait irja le, mintegy
Otleteket advan egy-egy biokémiailag vagy genetikailag tanulméanyozott jelenség

részleteinek megértéséhez és megismeréséhez.
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1,

Az RNS-polimeraz templat-valtasa az egyik homologrél a masikra (Babu
és Bhat, 1980)

Az RNS-molekula egyes részeinek kereszt-kapcsolasa az RNS ,érése”
soran (un. ,trans-splicing” , Judd, 1979)

Intracisztronos mitotikus rekombinacio (Lawrence és Green, 1979)

A kromatin-szerkezet oldaliranyu ,tovaterjedése” (4shburner, 1977; Babu
és misai., 1987; Henikoff és Dreesen, 1989)

A gének - transzkripcié miatti - elhelyezkedése specialis nuklearis kom-
partmentekbe (Zachar és mtsai., 1985)

A DNS molekula kihurkolédasa (un. ,looping”), melynek soran az

enhanszerekhez koététt transzkripcids aktivator faktorok kdlcsénhatasba
Iépnek a masik homolégon |évé gén promoter régidjaval (Pirotta és misai.,
1985; Biggin és mtsai., 1988; Benson és Pirotta, 1988; Mansukhani és
misai., 1988)

Az egyik gén altal termelt regulator molekulak atjutasa lokalis diffuzié
révén a parosodott homolég gén prométerére (Lewis, 1954; Jack és Judd,

1979; Micol és Garcia-Bellido, 1988)
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Drosophila tenyészet és torzsek

A Drosophila térzsek fenntartdasahoz standard muslica-taptalajt hasznaltunk,
amelyben kukoricaliszt, szaritott éleszté, agar és cukor a f6bb komponensek. Az
alabb nem emlitett egyéb térzsek leirasat Lindsley és Zimm (1992) munkaja
tartalmazza. A kisérleteinkben hasznalt fontosabb térzsek: Abd-BP¢, Abd-BP'°
(Karch és misai., 1985), Abd-B*'®, Df(3R)U110 (Hopmann és misai., 1995),
Abd-B®', Abd-B** (Tiong és misai., 1985), Abd-B**', Fab-7, In(3R)Fab-7R7,
Df{3R)R59 (Gyurkovics és misai., 1990), iab-7'% (Celniker és mtsai., 1990) iab-7*
(Galloni és misai., 1993), Mcp®''® (Karch és mitsai., 1994), UC21-10, UC21-10,1-d

(McCall és mtsai., 1994)

2.2. Altalanos médszerek

A felnétt allatokbdl a kutikula-preparatumokat Duncan (1982), a larvalis
nyalmirigy-oriaskromoszéma preparatumokat Ashburner (1989b) szerint készitettuk
el. A teljes genom-Southern analizist Bender és mitsai. (1983) mddszerét kdvetve

végeztuk el.
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2.3. Drosophila embriék immun-hisztokémiai festése

A megfelel® genotipusu legyeket tizenhét oran at petéztettik. Az igy ¢ssze-
gyujtott petéket kétszeresére higitott haztartasi hypoban két percig aztattuk, hogy
eltavolitsuk a kulsé peteburkot, a choriont. A fixalé-pufferhez (0,1M PIPES, 2mM
MgSO,, 1TmM EGTA, 0,03% NaN,, pH=6,9 NaOH vagy HCI oldattal beallitva) tized
térfogatu 37%-os formaldehidet, majd a pufferrel azonos térfogatu n-heptant adtunk.
Az embridkat erételjesen 6sszeraztuk az igy kapott fixalo eleggyel, majd forgoé-
kerékre téve tiz percen keresztul fixaltuk. Ezutan eltavolitottuk az alsé, vizes fazist
és a megmaradt, felsé fazist azonos térfogatu -20 °C-os metanollal ismét erételjesen
Osszeraztuk az embridkat. Ekkor a belsd peteburoktdl (un. vitellintél) is megfosztott
embriok lesullyedtek az elegy aljara. A folyadékot eltavolitottuk és hideg metanollal
kétszer, majd 1xPBT-vel (1xPBT=1xPBS + 0,1% Triton X-100 + 0,1% BSA, 1xPBS =
137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10,1mM Na,HPO4, 1,8 mM KH,PO4 pH=7,5 NaOH vagy
HCI oldattal beallitva) haromszor ledblitettik az embridkat. Ezutan haromszor husz
percen at forgokeréken 1xPBT-ben rehidrataltuk az embriokat. Az elsédleges
ellenanyagot (1A2E9 jelli, monoklonalis egér-anti-ABD-B, Celniker és mtsai.,1989)
1xPBT-vel kétszeresére higitottuk és 4° C-on egy éjszakan at forgdkerékre téve
inkubaltuk benne az embridkat. Masnap az elsédleges ellenanyag eltavolitasa utan
harom &blités és harom huszperces mosas kovetkezett 1xPBT-vel. Ezutan a
masodlagos ellenanyaggal (torma-peroxidazzal konjugalt nyul-anti-egér Ig /DAKO/,
1:200 aranyban higitott eléhdtétt (4 °C) 1xPBT-vel) 4 °C-on 3 és fél éran keresztul

'fdrgc’)keréken inkubaltuk az embridkat. (llyen koéralmények kozétt sikerdlt elérni
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teljesen hattérmentes, de maximalis intenzitasu specifikus festédést.) A masodlagos
ellenanyaggal térténé inkubalas utan 1xPBT-vel ismét 3 o6bllités és 3 mosas (lasd
elébb) kévetkezett. Ezutan kétszer ledblitettik az embridkat festé-pufferrel (0,1M
citromsav, 0,05M ammoénium-acetdt pH=57 NH,OH oldattal beallitva). A
festéelegyet 980 nl fest6-puffer, 20 ul DAB-oldat (25 mg/ml térzsoldat, végsé
koncentracié 0,5 mg/ml, 0,1M TRIS-ben (pH=7,5) oldva), 2ml H,0, (30% térzsoldat,
végsd koncentracio 0,06%) elegyitésével allitottuk elé. Mikroszkop alatti ellen6rzés
utan, a megfelel6 festési intenzitast elérve eltavolitottuk a festéelegyet és az
embridkat hatszor egymas utan 1xPBT-vel ledblitettiuk. Az embridkbdl a kdzponti
idegrenszer hasduci nyulvanyat glicerin-10xPBT 9:1 aranyd keverékében

mikroszkop alatt wolframtiikkel kiboncoltuk.

2.4. Rekombinacioval eldallitott kromoszomak

(A megnevezett kromoszomakon az egyes mutaciok sorrendje mindig a

proximalis-disztalis iranynak megfeleld.)

2.4.1. Fab-7Abd-B""¢

Ha egy Abd-B pontmutacié transz-helyzetben van a Fab-7 mutacioval
(Fab-714bd-B’), akkor a him egyedek hatodik tergitje sokkal szélesebb, mint abban

az esetben, ha a Fab-7 mutaciét hordozé kromoszéma egy vad tipusu harmadik
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kromoszémaval parosodik. (Vagyis a transz-helyzetli Abd-B mutacié domindnsan
szuppresszalja a Fab-7 mutacié okozta fenotipust). Ha azonban a Fab-7 mutéacio
mind cisz-, mind transz-helyzetben jelen van egy Abd-B m" mutacidhoz képest (mint
példaul egy Fab-7/Fab-7Abd-B**' genotipust himben), akkor a hatodik és a hetedik
tergit egyforman keskeny. Annak eldéntésére, hogy ez igaz-e az Abd-B'® (m'r, null
mutacid) esetében is, elBallitottunk Fab-74bd-BP'® kettds-mutans kromoszémat
hordozé egyedeket a kévetkez6 modon: 1y’ *Fab-7IAbd-BP'®  szlizeket
1y “Fab-7Iry’*Fab-7 himekkel kereszteztik. Az F1 generaciéban olyan himeket
kerestink, amelyeknek a hatodik és a hetedik tergitjuk egyforman keskeny.
Kérulbelal 35000 F1 him utéd kozétt harom ilyen egyedet taldltunk. E
rekombinans-jelélt egyedekben molekularis moddszerrel (telies genom-Southern
analizis) a Fab-7, mig genetikai modszerrel (komplementaciés analizis Df{3R)P9
delécidval) az Abd-B°'® mutacié meglétét teszteltik. Vizsgalataink mindkét mutéacié
jelenlétét kimutattak mindharom jelélt esetében. Hasonlé médszert kdvetve, a Fab-7
mutaciét rekombinacidval ravittik az Abd-B°¢, UC21-10 illetve UC2I1-10,1-d

mutaciokat kulon-kulén hordozé kromoszémakra is.

2.4.2. Mcp®"Siab-75Abd-B""*

Ezt a kromoszémat harom, egymast kévetd rekombinacids Iépésben allitottuk

116

el6. Elészér az Mc és az iab-7% mutaciok kozott izolaltunk rekombinansokat.

Ehhez Mcp®''“liab-7% szliz n&stényeket Oregon-R himekkel kereszteztink. Kozel
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29000 F1 him utéd kézétt két ilyen rekombinanst talaltunk. A masodik l1épésben az
Mc mutaciot rekombinaltuk az el6zéleg elballitott Mcp''’iab-7% kromoszémara. E
kisérlet soran Mcp®'‘iab-7%IFab-7Mc szizeket Oregon-R himekkel paroztattunk.
Kérulbeltl 35000 F1 him kézétt harom olyan egyedet taldltunk, akik mutattak az
Mecp, iab-7 és Mc jellegeket, de ugyanakkor nem voltak Fab-7 fenotipustak. Végul, a
harmadik lépésben az Mcp®''%iab-7"Mc és az Abd-B°'® mutécidkat hordozd
kromoszémak kézétti McpMc* rekombinansokat kerestik. Ehhez Dp(3;1)bxd'"' I+ ;
Abd-B""°IMcp®°iab-7"Mc szuzeket Oregon-R himekkel kereszteztink. (A bxd'
transzpoziciés duplikacié nélkul az adott genotipusu néstények nem fertilisek).
Megkdzelitéleg 90000 F1 him megvizsgalasa soran 39 rekombinans egyedet
talaltunk, amelyek mutattak az Mcp jelleget, de nem voltak Mc fenotipustak. El6szér
azt teszteltik, hogy hordoznak-e a rekombinansok Abd-B mutaciot. Ezt
Df(3R)P9IDp(3,3)P5 szlUzekkel torténd parkeresztezéssel vizsgaltuk. A 39 jeldlt
kézul 8 steril volt, 23 kikelt az Abd-B gént is eltavolité Df{3R)P9 delécidval szemben.
Ezek az egyedek azt a kategodriat képviselik, ahol a rekombinacié az Abd-B°'® és az
Mc mutaciok kozott tértént (1. crossing-over régio, kévetkezd oldal, 4. abra). A
maradék 8 egyed letalisnak bizonyult hemizigéta allapotban. Noha mindegyikuk
szuppresszalta a Fab-7 fenotipust, két teljesen elkulénulé kategériaba sorolhattuk
Oket: 6t esetben az A6 tergit sokkal nagyobb volt a keskeny A7-nél (hasonléan a
Fab-7IAbd-B°"® himekhez), mig a maradék harom egyednél az A6 és A7 tergitek
egyenléen nagyok voltak. Teljes genom-Southern analizis révén kimutattuk, hogy az

116

elsé csoport tagjai csak az Mc, mutaciét hordozzak, vagyis a rekombinacié a 3.
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crossing-over régidban koévetkezett be (4. abra). Ezzel szemben a masodik csoport
tagjai az Mcp®''® és iab-7% mutacidkat egyarant hordozzak (a rekombinacié a 2.
crossing-over régidban kovetkezett be, 4. abra). Hasonlo eljarast koévetve
mindharom rekombinans kategériat elBallitottuk Ugy is, hogy az Abd-B”'* mutaciot

hasznaltuk az Abd-B"'° allél helyett.

4. abra. Rekombinaci6 az Abd-B”'® és az Mcp®"®iab-7"Mc kromoszémak kozott. A szamok az
egyes crossing-over régiokat jel6lik. A folytonos ferde vonal a szelektalt, Mcp'Mc*, a szaggatott ferde
vonal a nem szelektalt, Mcp"Mc™ rekombinansok keletkezését jelképezi. (Az &bra nem aranyosan
tlinteti fel az egyes mutacidk kézotti tavolsagot.)

. AV4
MchII6 iab-7 . Me

2.4.3. R5'R7"

Ezt a kisérletet arra alapoztuk, hogy a két inverzid, az In(3R)Fab-7R7 és az
In(3R)Fab-7R5 kdzétti rekombinacié altal létrejovs, R5“R7% kromoszémabdl hidanyzik
a 87C1-2; 87D1-4 szakasz. A recessziv kar mutacid ezen a région belll, a 87C8
savban talalhatd (Gausz és misai., 1979). A kisérlet soran 7Tp(3;1)bxd'"'I+ ;
In(3R)Fab-7R5/In(3R)Fab-7R7 néstényeket cu karlcu kar himekhez kereszteztink és
az F1 generaciéban kar fenotipusu egyedeket kerestunk. 138 utéd kdzul hét volt kar

szemU(. Ezekbdl az egyedekbdl térzseket alapitottunk és citolégiailag megvizsgaltuk
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Oket. Mind a hét térzs hordozta az In(3R)87C1-2; 89E3-4 téréspontu inverziét és a
Df(3R)87C1-2;87D1-4 téréspontu deléciot. A rekombinans egyedek életképesek az
egyik szul6i, az In(3R)Fab-7R5 kromoszémaval, mig letalisak a masik szul6i, az
In(3R)Fab-7R7 kromoszomaval szemben. A homozigéta rekombinans egyedek

szintén életképtelennek bizonyultak.

2.5. A transz-szuppressziot megsziintetd6 kromoszémalis atrendezédések

izolalasa

2.5.1. TSR, Fab-7 kromosz6mak

Fab-7IFab-7 homozigéta himeket rontgen-sugarral kezelttnk (4000 rad, 1000

rad/perc, 0,5 mm Al sz(ir6) majd Abd-B”'ITM6B,D’ sziizekkel paroztattuk Oket.
Harom nap mulva a himeket eltavolitottuk és a megtermékenyitett, petézé
néstényeket friss taptalajra helyeztilk Gjabb harom napra. igy kizartuk annak a
lehetéségét, hogy a him &sivarsejtek mutacidja révén keletkezd tébb, azonos
mutaciét hordozéd egyedet izolaljunk. (A himivarsejtek képzdédése ugyanis legalabb
hat napot vesz igénybe). Az F1 generacidban olyan Fab-7/Abd-B"'° genotipust him
egyedeket kerestink, melyeken a Fab-7 fenotipus szuppresszidja megszint illetve
gyengult, vagyis a hatodik (A6) és hetedik (A7) tergitek egyforman keskenyek, illetve
ehhez az allapothoz kézelitenek. Kérulbelul 3000 megfelelé genotipust him utéd

kozott 12 ilyen egyedet talaltunk. Ezeket a jeldlteket citologiailag is megvizsgaltuk és
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azt tapasztaltuk, hogy mindegyikik kromoszomalis atrendezédéseket hordoz a
kritikus szakaszon belll, vagyis a centromer és az Abd-B gén kozo6tti, 81A-89E
régibban. Ezeket a kromoszomalis atrendez6déseket hordozé egyedeket
kereszteztik Cbx'Ubx'ITM1 nBstényekhez is, hogy egy masik, fliggetlen
rendszerben is ellendrizni tudjuk a homoldg kromoszédmak parosodasanak
gyengulését. Egy kivételével az 6sszes jel6lt gyengébb Cbhx (vagy vad) fenotipust
mutatott, mint amit a Chx'Ubx’ mutaciét hordozé és egy vad kromoszéma
parosodasa esetén lathatunk. Az egy kivétel esetében a bithorax-komplexen belll, a
89E1-4 régiéban volt a téréspont. Mivel nem komplementalta az abd-4A és iab-4
mutaciokat, ezért ez a téréspont az iab-4 szakaszon bellilre tehetd. igy értheté az
eltéré hatas a két transzvekcids rendszerben, hiszen a Cbx'Ubx' esetében a
téréspont a kritikus szakaszon kivlul, mig a Fab-7IAbd-B rendszernél a kritikus
szakaszon belllre esik. Az altalunk izolalt Uj atrendezddések citoldgiai jellemzése a

2. tablazatban (50. oldal) lathaté.

2.5.2. TSR, Fab-7Abd-B"" kromoszémak

Hasonlé médon indukaltunk atrendezédéseket a Fab-74bd-BP'® kromoszéman
is. Réntgen-sugarral kezelt Fab-74bd-B°'ITM6C,Sb himeket Cbx'Ubx'/TMI
néstényekhez kereszteztik. Kézel 1500 F1 utéd kézétt 6t olyan egyedet talaltunk,
melyeken jelentésen csékkent, vagy egyaltalan nem volt észlelhetd a Cbx fenotipus.

A két legerésebb szuppresszor-hatast mutatd jel6lt kromoszémait citoldgiailag is
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megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az egyik, a 7TSR-11A4,Fab-7Abd-B°'° egy
reciprok transzlokaciot (7(3,4)894-B; 1024), a masik, a TSR-594, Fab-74bd-B"'° egy

deléciot (Df(3R)88D; 89D) és egy transzpoziciét (1p(3,2)89E,98C;39A) hordoz.

2.6. Uj deléciok izolalasa az Abd-B génen beliil P elem ujbéli mobilizacidja

révén

A ry" un. ,marker-gént” hordozé UC21-10 és UC21-10,1-d P elem inszerciok
253 Dbazisparral feljebb (,upstream”) helyezkednek el a proximalis Abd-B
prométerhez képest (McCall és mtsai., 1994). Annak reményében, hogy ezen P
elemek Ujboli mobilizacidja réven olyan Uj delécidkat nyerhetink, melyek az 4bd-B
gén &' részét eltavolitiak, a kovetkezé Kkisérleteket végeztik el. El6szdr
rekombinacioval ravittik a Fab-7 mutaciot az inszercidkat hordozé kromoszémakra
(lasd 2.4.1. fejezet). Az igy kapott Fab-7UC21-10/+ és Fab-7UC21-10,1-dl+
egyedek mérsékelt Fab-7 fenotipust mutatnak, ami csaknem teljesen megszlnik, ha
ezen rekombinans kromoszémak egy Abd-B null mutaciét hordozd kromoszémaval
vannak szemben (példaul a Fab-7UC21-10/Abd-B"'° genotipusu egyedek esetében).
Vagyis a Fab-7UC21-10/+ illetve Fab-7UC21-10,1-dl+ egyedek Fab-7 jellegének
nagy része a parosoddé homoldg, vad kromoszémarél szarmazik, transz-regulacio
révén (lasd Eredmények). A maradék gyenge, alig észlelhetd Fab-7 fenotipus azzal
magyarazhatd, hogy ezen inszerciés Abd-B mutaciék nem null, hanem hipomorf

allélok (un. ,leakyness”). Ezt igazolja az is, hogy mindkét rekombinans egyed
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esetében kaptunk homozigéta taléléket, McCall és mtsai. (1994) adataival
ellentétben. Az altaluk leirt letalitas mas egyéb, az inszerciot hordozd kromoszéman
az iab-7 régiéhoz képest proximalisan elhelyezkedd (un. ,second site”) mutacidknak
tudhaté be. Azt reméltik, hogy a P elemek pontatlan kivagédasa révén keletkez6
delécidk eltavolitjgdk az 4bd-B gén jelentbs részét, és ezaltal teliesen megsziinik az
a gyenge Fab-7 jelleg, ami megfigyelheté a Fab-7UC21-10/Abd-B”'° heterozigéta
néstények hatodik szternitjén. Ugyanakkor eredményeink alapjan feltételeztik, hogy
a P elemek pontatlan kivagédasa révén keletkez6, az Abd-B gén proximalis
promoterét eltavolitd delécio kdévetkeztében az iab-7 cisz-regulator erésebb transz-
regulaciora lesz képes, mint egy ép, cisz-helyzetl Abd-B promoter jelenlétében. Azt
vartuk, hogy az igy feler6s6détt transz-regulacié miatt lathaté lesz a Fab-7 jelleg, ha
ezek az Abd-B gén 5' végén delécidkat hordozé kromoszémak vad (ép Abd-B gént
hordozd) kromoszémaval parosodnak, szemben azzal, amikor a Fab-7 mutacidéhoz
képest cisz-helyzetli, null mutaciét hordozd Abd-B gén promodtere ép (a
Fab-7Abd-BP"’|+ néstények ugyanis nem Fab-7 jellegliek). Ezek alapjan
Fab-7UC21-101TM3,SbA2-3 és Fab-7UC21-10,1-dITM3,SbA2-3 genotipusu, un.
.jJump-starter” himeket allitottunk eld keresztezéssel, melyeket
Dp(3;1)bxd'"'IDp(3;1)bxd""" ; ry’’Abd-B°'°Iry’*Abd-B"'° n&stényekhez keresztez-
tunk. Az F1 néstény utddok kozott a P elem kivagédasa révén keletkezd, olyan ry
egyedeket kerestlink, amelyek egyaltalan nem Fab-7 fenotipusuak (a hatodik
szterniten 1évé nagy szérok hegyukkel kifelé allnak). Megkdzelitéleg 20000 légy

megvizsgalasa soran kilenc ilyen jeléltet talaltunk, melyeket egyedileg Oregon-R
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himekhez kereszteztlnk, hogy ellenérizhessuk, vannak-e kdzéttuk olyanok, amelyek
Fab-7 jelleget mutatnak ilyen kérulmények kézétt. Mind a kilenc jel6lt esetében
észleltink részleges A6 = A7 iranyu transzforméciét (Fab-7 jelleget), melyet
felhasznalva el tudtuk kuloniteni a feltételezhetéen delécidt hordozé kromoszémakat
a ry°%Abd-B"'° kromoszémaktdl. Az Uj mutansainkat 6sszehasonlitottuk egyméssal
az alapjan, hogy mennyire képesek fenotipusosan komplementalni azt a teljes
mértékli A7 & A6 iranyu transzformacioét, amit akkor latunk, ha az egyik harmadik
kromoszéman egy Abd-B pontmutécié, mig a masikon az iab-7% delécié talalhaté.
Két esetben igen erés komplementaciot észleltink (erésen lecsékkent az A7 tergit
mérete). Mivel ezen két mutacié letalisnak bizonyult mind a Df{3R)P9 delécidval
mind az m'¥, null mutans Abd-B°'® alléllel, elneveztik &ket Abd-B™ (az egykopias
UC21-10,1-d inszertbél szarmazik) illetve Abd-B™* (a kétkopias UC21-10 tandem-
inszertbél szarmazik) allélnek. A homozigéta embridk kézponti idegrendszerében
csak a PS14-ben tudtunk kimutatni festédést ABD-B fehérje ellen készitette
ellenanyaggal, vagyis az alléljaink az Abd-B m funkciéra nézve null allélnak
bizonyultak. Teljes genom-Southern analizis révén megallapitottuk, hogy az
Abd-B™ allélban 10,8 kilobazis hianyzik (a molekularis térképen a 155,6-156,8;
165,6-166,6 tartomany), 3,2 kb ,downstream” és 7,6 kb ,upstream” az inszercio
helyéhez képest. Az Abd-B™# mutaciét egy 5,5 kb méret(i delécid okozza (a
baloldali téréspont szintén a 155,6-156,8 tartomanyba esik, mig a jobboldali
téréspont helyzete 160,2-161,3), ebbdl 3,2 kb ,downstream” és 2,3 kb ,upstream”

helyezkedik el az inszercié helyéhez (159, McCall és mtsai., 1994 ) viszonyitva.
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3. EREDMENYEK

Az Abd-B m géntermék szintje az egymast kévetd potrohszelvényekben egyre
magasabb, az 6tédiktél (A5) a nyolcadikig (A8) (Celniker és mtsai., 1989). Ha ez a
szint az A7-ben a normalis szint felére - a vad A6 és A7 kozétti szintre - csokken,
akkor a himeknek egy keskeny, csdkevényes hetedik szelvénye jelenik meg, ami
fenotipusosan egyfajta ,atmenet’ a széles fekete hatodik és a normalisan nem
lathatd hetedik tergit k6zétt (a hetedik szelvény ebben a nemben ugyanis nem jarul
hozza az adult kutikulahoz). Ezt a fenotipust kétféleképpen is eldidézhetjuk: vagy a
két Abd-B gén kézul az egyik koépiat rontjuk illetve tavolitjuk el, vagy az egyik iab-7
cisz-regulatorral tesszik ugyanezt meg (126. oldal, 29/c abra) (ez a szabalyozé elem
hatarozza meg ugyanis a hetedik szelvényre jellemzé Abd-B géntermék-szintet).

A dominans, neomorf Fab-7 mutacid eltavolit egy izolator elemet az 4bd-B
doménbdl, mely az iab-6 és iab-7 cisz-regulator elemeket valasztja el. A delécio
kovetkeztében az iab-7 régié a normalisnal mar egy szelvénnyel elérébb, az A6-ban
aktivva valik. Ennek megfeleléen, a Fab-7 mutacid hatasara a muslicak hatodik
potrohszelvénye hetedikké moédosul. E mutaciéra heterozigétakban (a homozigo-
takkal ellentétben) ez a homeotikus transzformacié nem teljes: a Fab-7/+ heterozi-
goéta himeken lathatd egy cstékevényes hatodik szelvény (126. oldal, 29/a abra),
hasonld, mint az iab-7%/+ heterozigéta himek hetedik szelvénye (126. oldal, 29/c
abra). Noha a mutéaciok kulénbozéek, a szelvények pozicidja is mas, a két szelvény

mégis hasonld kinézet(, mert mindkettében egy képia iab-7 cisz-regulator aktiv. Az
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A6 és A7 hasonlésagara egy egyeden belul is talalhatunk példat a transz-
heterozigéta Fab-7/iab-7* himek esetében: egyforman csékevényes mind a hatodik,
mind a hetedik szelvényuk (55. oldal, 7. abra), hiszen mindkettében egy (és raadasul
egyazon) iab-7 elem mikédik. Ezzel teljesen megegyezd fenotipust kapunk, ha nem
csak az egyik iab-7 régiét, hanem vele egyltt a cisz-helyzetlG Abd-B gént is
eltavolitjuk, példaul a Df(3R)P9/Fab-7 hemizigétaban (5/b abra).

A transz-helyzetii Abd-B gén pontmutaciéi dominansan szuppresz-
szaljak a Fab-7 fenotipust. Az el6bbihez hasonlé fenotipus varhatd akkor is, ha
nem eltavolitjuk, hanem egy pontmutacié segitségével elrontjuk a Fab-7 mutaciéval
transz-helyzetl Abd-B gént, hiszen ebben az esetben is csak egy mikdédbéképes (a
Fab-7 mutaciéval cisz-helyzet(i) Abd-B gén van jelen. A Fab-7/Abd-B°'° himek
hetedik tergitje teliesen meg is egyezik a Df{3R)P9/Fab-7 himek hetedik tergitjével
(58/b-c abra). A Fab-7/Abd-B"'° himek hatodik tergitie azonban jelentésen nagyobb a

sajat hetedik, illetve a Df{3R)P9/Fab-7 himek hatodik tergitjénél (5/b-c abra).

5. abra. Adult kutikula-készitmények (a.) Fab-7/+, (b.) Fab-7IDf(3R)P9 és (c.) Fab-7/Abd-B°"°
himekbél.
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llyen eredményt kaptunk mas, a transz-helyzetli Abd-B gént elronté egyéb
pontmutacidk esetében (4bd-B%, Abd-B%, Tiong és mitsai., 1985) is. Vagyis, a
transz-helyzetl Abd-B pontmutaciok dominansan szuppresszaljak a Fab-7 fenotipust
(a hatodik tergit mérete megndé a Fab-7/+ heterozigotakéhoz képest, kézelit a vad
tipushoz). A Fab-7 fenotipus mértékét egyfajta indikatornak tekinthetjuk, ami az
Abd-B géntermék szintjét jelzi a hatodik potrohszelvényben (lasd Fab-7 homo- és
heterozigdta, 28. illetve 29. abra, 124. illetve 126. oldal). Ez alapjan, a szuppressziot
azzal magyarazhatjuk, hogy a Fab-7/Abd-B"'® heterozigbtéakban az Abd-B géntermék
szintje lecsdkken a Fab-7/+ heterozigétaknak megfelelé szint ala.

A transz-szuppresszié fligg a homolég kromoszémak parosodasatol. A
Lewis-modell (1982, 24. abra, 117. oldal) és az eddigi ismereteink alapjan az egyes
cisz-regulatorok hatasa egy adott szelvényben nem 6sszegzédik, vagyis a szelvény-
specifikus Abd-B szintet - a szelvény identitasat - mindig az adott szelvényben
el6szér aktiv, arra a szelvényre specifikus szabalyoz6 régié hatarozza meg. Ezzel
dsszhangban a Fab-7/+ hetero- és Fab-7IDf(3R)P9 hemizigétak A6-ja egyforman
keskeny. Ez alapjan viszont nem érthetd, hogy miért kulénbézik a Fab-7/Abd-B"'° és
Fab-7IDf(3R)P9 himek hatodik potrohszelvénye, hiszen egy koépia muikéddképes
Abd-B gén (rdadasul ugyanaz) van jelen mindkét esetben. A két kulénbdzé

eredményre vezeté kombinaciét megvizsgalva arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy
a rejtély kulcsa valészinlileg a két mutacié (a pontmutacio illetve a delécid) eltérd
Jtermészetében” rejlik. Kiprébaltuk, hogy valtozik-e a szuppresszid, ha kromoszé6-

malis atrendezédések révén meggatoljuk a homolégok parosodasat a Fab-7/Abd-B"'°
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transz-heterozigétakban (a Fab-7/Df(3R)P9 hemizigétdkban erre ugyanis nincs
lehetéség a BX-C terlletén). E célbdl Fab-7 homozigéta himeket réntgen-sugarral
kezeltink és kereszteztik 6ket az Abd-B”'° mutacidra heterozigbta néstényekkel
(lasd Anyagok és mddszerek). Az F1 generacidéban olyan him utédokat kerestulink,
melyeknél a Fab-7 fenotipus szuppresszidja megszint illetve meggyengult, vagyis az
A6 mérete lecsékkent a kontrollként hasznalt, réntgennel nem kezelt Fab-7/Abd-BP'°
heterozigétakhoz képest. Kértlbelul 3000 him utéd kézétt 12 olyan fenotipusu jeléltet
talaltunk, melyek hatodik és a hetedik tergitje egyforman keskeny volt, hasonlé, mint
a (Fab-7IDf(3R)P9) hemizigdtaké (47. oldal, 5/b abra). Ezek utan ellenériztik, hogy
egy masik, fuggetlen, transzvekciot mutaté rendszerben befolyasoljak-e ezek az Uj
mutaciok a homoldég kromoszémak parosodasat. Hogy ezt elddntsik, jeldltjeinket
Cbx'Ubx" kettés mutéciét hordozé egyedekkel kereszteztilk. Abban az esetben
ugyanis, ha a jeldltek harmadik kromoszémajan olyan atrendezédések keletkeztek,
melyek gatoljak a parosodast a bithorax-komplex kérnyezetében, megszlnik vagy
legyengul az a gyenge Cbx jelleg, amit akkor tapasztalunk, ha a Cbx'Ubx'
kromoszdma strukturdlisan vad tipusu (atrendezédésektél mentes) kromoszdémaval
parosodhat (be nem mutatott adat). Ha a jeléltieink nem mddositjak a Cbx fenotipus
mértéket, akkor fel kell tételeznlink, hogy olyan mutaciokat indukaltunk, melyek vagy
er6sitik a Fab-7 jelleget, vagy valamilyen mas modon gatoljak a Fab-7 fenotipus
szuppresszidjat. Megallapitottuk, hogy a tizenkét jeléltink a Cbx'Ubx' kromoszo-
maval szemben egy kivételével gyengébb Cbx (vagy vad) fenotipust eredményez a

kontrollként hasznalt Cbx'Ubx'I+ legyekhez képest (be nem mutatott adat).
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A jeloltek citologiai vizsgalata soran egy kivételével olyan atrendezédéseket
észleltunk, melyeknek az egyik téréspontja a harmadik kromoszéma centromerje és a
89E1-4 régioé (a BX-C terllete) k6zé esik (2. tablazat). Egyetlen esetben az egyik
toréspont a BX-C teruletén belll helyezkedik el. Komplementaciés analizissel
megallapitottuk, hogy ez a téréspont az iab-4 régiéba tehets. igy érthetd, hogy miért
viselkedik ez az atrendez6dés eltéréen a két kulénb6zd kisérleti rendszerben: az
iab-4 régio ugyanis a két gén kozétt (116. oldal, 23. abra), az Ubx-tél disztalisan (itt a
kritikus région kivul), mig az Abd-B-t6l proximalisan (e rendszerben a kritikus région
beltul) helyezkedik el. Megallapithaté tehat, hogy a transz-helyzetlG Abd-B gén
pontmutaciéi a homoldg kromoszémak parosodasatdl fuggéen szuppresszaljak a

Fab-7 fenotipust, vagyis e jelenség a transzvekcio egy esete.

2. tablazat. Az altalunk izolalt, a Fab-7 fenotipus transz-szuppresszidjat gatl6 kromoszémalis
atrendezo6dések listaja. Csak a kritikus régiéban Iévé téréspontok vannak feltiintetve.

TSR-Sz-X,Fab-7 Citologia Megjegyzés

1. T(2;3)2R heterokromatin ; 89B nagyon erds hatas

2. heterokromatin ; 87B

3. T(2;3)2R heterokromatin ; 87F-88A

4. In(3LR)79E-80A ; 8SE nagyon erds hatas, iab-4

5. In(3R)heterokromatin ; 90E-F nagyon erds hatas

6. T(2;3)26A ; 3R heterokromatin

7 T(2;3)28E ; 87B8,9

8. T(2;3)59B-C ; 81F

9. In(3R)81F ; 88B
10. T(2;3)58F ; 3R heterokromatin homozigéta életképes, fertilis
11. In(3LR)62B;81F homozig6ta életképes, fertilis
12. T(Y;3R)Y ; 87B gyenge hatas
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A szuppresszié az Abd-B gén inproduktiv transz-regulaciéjanak kovet-
kezménye. Ha 6sszevetjik a Fab-7/+ és Fab-7IAbd-B°'® himek hatodik tergitiének
méretét (47. oldal, 5/a és 5/c abra), akkor belatjuk, hogy a Fab-7/+ heterozigbtakban
a transz-helyzetl Abd-B gén is hozzajarul a fenotipus kialakitasahoz, hiszen épp e
transz-hatas elvesztése okozza a Fab-7 fenotipus szuppresszidjat a Fab-7IAbd-B°'°
heterozigétakban. Ugyanakkor a Fab-7/Df{3R)P9 hemizigbtakban (47. oldal, 5/b
abra) egy kopia iab-7 elem egy mikdodoképes, cisz-helyzetl Abd-B gént szabalyozva
az A6-ban képes a Fab-7/+ heterozigétakhoz hasonlé mértékl Fab-7 jelleget - Abd-B
szintet - kialakitani. Ezt az ellentmondast két alternativ modell révén oldhatjuk fel:

1. A Fab-7/+ heterozigdtak A6-jaban egy aktiv és egy inaktiv allapotu iab-7
elem parosodik, ezaltal kolcsénhatasba Iépnek egymassal. E kélcsdnhatas

eredményeként a ,teljesen aktiv” iab-7 kevésbé lesz aktiv, részlegesen inaktivalddik,
a ,telijesen inaktiv” iab-7 pedig kevésbé lesz inaktiv, részlegesen aktivalodik. A két
részlegesen aktiv iab-7 cisz-regulator hatasara mindkét Abd-B gén résztvesz e
szelvényre jellemz6 Abd-B géntermékszint kialakitdsaban. Ha az iab-7 régiok
egymasra gyakorolt, ellentétes hatasa azonos mértékl, akkor az eredmény (az
Abd-B géntermék mennyisége) megegyezik azzal az esettel, amikor - parosodas
hianyaban - nincs méd ilyen kélcsénhatasokra, ezért hasonlé lesz a Fab-7 hetero-
(Fab-71+) és hemizigotak (Fab-7IDf(3R)P9) A6-a. A Fab-7/Abd-B°'° transz-
heterozigétakban viszont az Abd-B mutacidé miatt elvész a vele cisz-helyzetl iab-7
elem részleges aktivalodasa, megmarad viszont a Fab-7 kromoszéman lévé iab-7

elem részleges inaktivalédasa. Ennek eredménye a szuppresszalt Fab-7 jelleg.
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2. Tegyuk fel, hogy az iab-7 régié aktivald képessége korlatozott. A
Fab-7IDf(3R)P9 hemizigbétakban az egy meglévé iab-7 cisz-regulator teljes
kapacitassal aktivalja az egyetlen elérhet6, cisz-helyzetli Abd-B gént. A Fab-7/+
heterozigétak A6-jaban azonban az egyedul aktiv iab-7 elem hatdsa megoszlik a
cisz- és transz-helyzetl Abd-B gének koézétt. Az utdbbira esé rész elfecsérelédik a
Fab-7IAbd-B'® transz-heterozigbtakban a hibas Abd-B gén miatt, ami a Fab-7
fenotipus szuppresszidjat okozza. Ha a parosodast kromoszémalis atrendezédések
révén meggatoljuk, megszlinik a szuppresszié, mert az aktiv iab-7 régié csak a
cisz-helyzetl, mikdédbképes Abd-B gént tudja elérni, azt aktivalja teljes kapacitassal,
hasonléan, mint a Fab-7/Df(3R)P9 hemizigétakban.

Hogy eldéntsik, a két lehetéség koézul melyik a helyes, rekombinacio
segitségével eltavolitottuk a cisz-helyzetl iab-7 régiét a mutaciét hordozé Abd-B gén
melll (ldsd Anyagok és mddszerek ). Ebben az esetben nincs mod két eltérd
allapotu iab-7 elem kozétti kélcséhatasra. Ha az iab-7%Abd-B”'°/Fab-7 himekben
megszlnik a szuppresszio, akkor az els6é magyarazat az igaz, ha tovabbra is
megmarad, akkor pedig a masodik modell a helyes. A 6. abran (kévetkezé oldal)
lathatd, hogy az iab-7*Abd-B”'°|Fab-7 és Fab-7/Abd-B”'° himek hatodik tergitje
tellesen megegyez6 méreti. Vagyis az A6-ban inaktiv, parosodd iab-7 régi6 nem
jatszik szerepet a transz-szuppresszidban, hiszen hidanyaban nem valtozik meg a
fenotipus. A szuppresszio tehat annak a koévetkezménye, hogy az iab-7 régid
aktivalé hatasa megoszlik a parosodd, cisz- és transz-helyzetli Abd-B gén kézétt, a

transz-helyzetire juté hanyad viszont karba vész a génben |évé mutacid miatt.
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6. abra. Adult kutikula-készitmények (a) Fab-7/Abd-B"'® és (b) Mcp®"®iab-7%'Abd-B"'°|Fab-7
himekbdl.

Transz-regulacio akkor mutathaté ki, ha csak az egyik iab-7 régi6 aktiv. A
6. abran az is lathatd, hogy a iab-7%Abd-B”'°/Fab-7 himeknek a hetedik tergitie a
hatodikkal azonos méret(i. Ugyanakkor jelentésen eltér a Fab-7/Abd-B”'° és az
iab-7¥Abd-B”'%|Fab-7 himek hetedik tergitiének a mérete. Ehhez kapcsolédik egy
masik probléma, mely felett eddig elsiklottunk: miért kulénbdézé méreti a
Fab-7IAbd-B°'® himek hatodik és hetedik tergitie? Ugy tlnik, hogy e genotipusban a
hetedik szelvényben (a hatodikkal ellentétben) nem alakul ki az Abd-B géntermek
dsszmennyiségét cstkkentd, improduktiv transz-regulécié. A transz-regulacié viszont
nem lehet csak az A6-ra jellemzé specifikus jelenség, hiszen létrejon az
iab-75Abd-B"'"°IFab-7 himek hatodik és hetedik szelvényében egyarant. E két
szelvényben csak egy, aktiv iab-7 van. A Fab-7/Abd-B"'° himek A6-jaban egy aktiv

és egy inaktiv, mig az A7-ben két aktiv iab-7 talalhatdé. Az inaktiv iab-7-rél



3. Eredmények 54

tudjuk, hogy nincs, vagy elhanyagolhaté szerepe van a Fab-7 jelleg szuppresz-
szidjaban, hiszen ha hianyzik, nem moédosul az A6 fenotipusa (lasd 53. oldal 6/a-b ).
Ezek alapjan feltételeztik, hogy azokban a szelvényekben, melyekben mindkét iab-7
aktiv, nem alakul ki transz-regulacié. Ennek igazolasara rekombinacidéval ravittik a
Fab-7 deléciét az Abd-B”'® mutacioét hordoz6 kromoszémara. A Fab-7/Fab-7Abd-BP"°
egyedek hatodik és hetedik szelvényében egyarant két aktiv iab-7 van. A kisérlet
igazolta feltevésunket, mindkét tergit egyforman keskeny az ilyen himeken
(kovetkezé oldal, 7. abra). Eddigi eredményeinket 6sszefoglalva tehat megallapit-
haté, hogy azokban a szelvényekben, melyekben csak egy aktiv iab-7 régidé van,
annak aktivalé képessége megoszlik a cisz- és transz-helyzetl (ha van) Abd-B
gének kozott, amennyiben a homolég kromoszoémak parosodnak. Azokban a
szelvényekben viszont, melyekben két aktiv iab-7 régié talalhaté, nem jén létre
megoszias (transz-regulacié), mindkét iab-7 elem a sajat - cisz-helyzetl - Abd-B
génjét szabalyozza. Masik lehetéség, hogy ilyenkor ,kettds transz-regulacié” alakul
ki, mindkét iab-7 elem szabalyozza a cisz- és a transz-helyzetl Abd-B gént is, de az
iab-7 ,elvesztett-visszakapott” aktivalé hatasanak mértéke egyforma, ezaltal nem
csOkken Abd-B géntermék o&sszmennyisége. Ez utébbi lehet6ség azonban -
véleményunk szerint - kevésbé valoszinl (lasd Eredmények megvitatasa). Az eddig
leirt fontosabb geno- és fenotipusokat, tovabba a kulénb6zé regulacios viszonyokat

a koévetkez6 oldalon lathaté 7. abran 6sszefoglaltam.
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7., osszefoglalé abra. A folytonos vonal az aktiv allapotu cisz-regulatorokat (iab-6 és iab-7),
kézottiik a fekete pont a szigetel6 Fab-7 régié jelenlétét, illetve hidnyat a fliggéleges vonal jelzi. A
pontokkal kitoltott fekvo téglalap az inaktiv allapota iab-7 régiot, lires kér a prométert, a vastag fekete

nyil az Abd-B transzkripciés egységet, X az Abd-B pontmutaciét jeloli. Az abran csak az iab-7
regulaciés viszonyai vannak feltiintetve (gérbe nyilak).
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Az iab-7 elem aktivaléo hatasa egyenlétlenill oszlik meg a cisz- és a
transz-helyzet Abd-B gén promoétere kozott. Egyenldé megoszias feltételezve a
Fab+/+Abd-B és Fab-7Abd-Bl++ heterozigétak fenotipusa megegyezne. Ezzel
szemben, a Fab-7IAbd-B”'° transz-heterozigoétaktdl eltéréen, a Fab-7Abd-B”'%I+
cisz-heterozigéta egyedeken nem figyelheté meg Fab-7 jelleg (A6 = A7 iranyu
transzformacid), ami azzal magyarazhaté, hogy a transz-regulacié6 mértéke nem
elégséges a lathaté Fab-7 fenotipushoz szikséges Abd-B szint kialakitasahoz (8.
abra). Megallapithaté tehat, hogy az iab-7 elem aktivalé hatasabdl a cisz-helyzetl
Abd-B prométerre nagyobb hanyad jut.

8. abra. Adult kutikula-készitmények (a) Fab-7/Abd-B"'® és (b) Fab-7Abd-B"'°/+ himekbél. A

nyilak vastagsaga az eltér6 erésségl cisz- illetve transz-regulaciét szemlélteti. A négyzetek a két
mutacié egymashoz viszonyitott helyzetére hivjak fel a figyelmet.

B i

iab-6 Fab-7 iab-7 Abd-B promdéter
(aktiv) izolator (inaktiv)
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Az Abd-B gén 5° végét eltavolité deléciok médositjak a cisz- és transz-regulacié
aranyat. Hasonléan az Abd-B”'° allélhez, nem észlelink Fab-7 jelleget az Abd-B*
(mr) és az Abd-B**' (m") mutacidk esetében sem. Az Abd-B”'* (m") allél jelenlétében
viszont igen: a Fab-7Abd-B°"*|+ néstények hatodik szternitién a szérék hegyukkel

befelé mutatnak (9/a abra), ami az A6 & A7 iranyu transzformacié kévetkezménye.

9. abra. Adult kutikula-készitmények (a) Fab-74bd-B”'‘/+ és (b) Fab-7Abd-B”"/In(3LR)TM3
ndéstényekbdl. A nyilak a hetedik potrohszelvényre jellemz6 trichdéma-hidnyra hivjak fel a figyelmet.

A kivételes kéralmények kozétt ritkan tulélé és felnévd, homozigéta Fab-7Abd-B°",
illetve a hemizigéta Fab-7Abd-B°"IDf{3R)P9 egyedek esetében nem figyelheté meg
ez a gyenge, de egyértelmlen Fab-7 jelleg, megerdsitvén azt, hogy az Abd-B”'* egy
null allél. Megallapitottuk, hogy a Fab-7Abd-B°"*|+ egyedek Fab-7 fenotipusa a
homolég kromoszéman lévé, ép Abd-B gén transz-regulacidjanak a kévetkezménye.
Ennek megfeleléen, a Fab-7 jelleg nem lathato olyan esetekben, ha a homolégok pa-

rosodasa gatolt (példaul Fab-7Abd-B""*IIn(3LR)TM3 heterozigétakban, 9/b abra).
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Ugyanakkor az Abd-B”'* allél kevésbé szuppresszélja a Fab-7 fenotipust, mint
mas Abd-B pontmutacidk (lasd A6 mérete, 10/a-b abra). Emellet a Fab-7/Abd-B°"*
himeken nem lathatd hetedik tergit, mert az 4bd-B domén haploid-elégtelensége
miatt jelentkezé A7 9 A6 iranyu transzformacio is gyengébb, mint a szintén null allél
Abd-B'¢ esetében (lasd A7 mérete, 10/a-b abra). Ha azonban gatoljuk a homoldg
kromoszémak parosodasat, ez a mutans jelleg megerésodik, mig a Fab-7 fenotipus
szuppresszidja teliesen megszlnik (lasd A7 illetve A6 mérete, 10/b-c abra).

10. abra. Adult kutikula-készitmények (a) Fab-7/Abd-B°'°, (b) Fab-7IAbd-B°* (c) és

TSR-Sz-1,Fab-7Fab-7/IAbd-B"'* himekbdl. A nyilhegy a hetedik potrohszelvény Iégzényilasa mellett
lathato szérre hivja fel a figyelmet, ami a leggyengébb jele az A7 & A6 iranya transzformacionak.

Az Abd-B°'* (az Abd-B"'° mutaciéval ellentétben) nem pontmutacio, hanem egy 411
bazispar méret(i delécié a gén 5' végén, ebbdl 66 bazispar a transzkripcid iniciacios
helyétél ,felfelé” (upstream) esik (Zavortnik és Sakonju, 1989). Hasonl6 jellegi
mutaciok |éteznek a BX-C mas teruletén: Martinez-Laborda és munkatarsai (1992)
kimutattak, hogy amennyiben az Ubx gén promotere hianyzik, illetve idegen DNS-
szakasz ékel6dik bele, akkor parosodas esetén telijesen visszaszorul az Ubx gén

hibdja miatt egyébként lathaté mutans fenotipus. Megallapitottak, hogy a promoter
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régido elrontasa vagy hianya miatt a regulator elemek képtelenek cisz-helyzetl
kapcsolatot létesiteni és a transz-helyzetli gént szabalyozzak. A homolog
kromoszémak parosodasa esetén a mutans fenotipus azért nem észlelhetd, mert az
ép gén ,hiperaktivalédik”, ugyanis a cisz- és transz-helyzetl regulatorok egyarant
aktivaljak. Ugy tlnik tehat, hogy az Abd-B°'* allél kulénés viselkedése is annak a
kévetkezménye, hogy a promoéter régidja (részleges vagy teljes) hianya miatt
kevésbé kéti a szabdlyozd elemeket, ezaltal modosul a cisz- és transz-regulacio
aranya ahhoz az allapothoz képest, mint amikor az Abd-B gén prométere ép (példaul
az Abd-BP'® allélben). Ennek megfeleléen, a Fab-7Abd-B°"|+ egyedek (57. oldal, 9.
abra) Fab-7 jellege azzal magyarazhatd, hogy az A6-ban az iab-7 altal létrehozott
cisz-helyzet( kapcsolat meggyengul, ezaltal viszont a transz-regulacié kell6képpen
feler6sodik ahhoz, hogy fenotipusos kdvetkezménye legyen. Ugyanezen elv alapjan
az Abd-B°"|Fab-7 heterozigbtak hatodik potrohszelvényében a cisz- és transz-
regulacié aranya épp ellentétesen vaitozik az iab-7 vonatkozasaban (11. abra).
Ezzel magyarazhatd, hogy ez az Abd-B allél gyengébben szuppresszalja a Fab-7
fenotipust, mint a pontmutans allélok (58. oldal, 10. abra)

11. abra. A cisz- és transz-regulacié aranya az A6-ban az (a) Abd-B”'® és (b) Abd-B"'* allélok
esetében.

S'del.
a. Fab-7/Abd-B b. Fab-7/Abd-

iab-6 Fab-7 iab-7 Abd-B prométer
(aktiv) izolator (inaktiv)
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Rendelkezéstnkre alltak olyan P elem okozta inszerciok, melyek az 4bd-B
gén 5' végén talalhaték (McCall és mitsai., 1994). Megallapitottuk, hogy az Ubx
génnél leirtakkal megegyezéen, ezek a mutaciok is a transz-helyzetld gén
hiperaktivaciojat okozzak, akarcsak az Abd-B°'* allél (a heterozigéta himekben
hetedik tergit nem lathatd, lasd 10. abra, 58. oldal). Ezen P elemek mobilizacidja
réven (lasd Anyagok és moédszerek) két olyan Uj deléciot sikerult izolalnunk, melyek
az Abd-B""* allélhoz képest tovabbi részeit tavolitjak el az Abd-B gén ,upstream”
régidjanak (4bd-B™* és Abd-B™*, 2.3 kb illetve 7.6 kb). Két egyéb (4bd-B*"'® és
Df(3R)U110, Hopmann és mtsai., 1995), hasonl6 jellegl deléciét hordozé Abd-B
hianya befolyasolja-e a transz-regulacié erésségét. Azt vizsgaltuk, hogy valtozik-e a
hetedik tergit mérete akkor, ha kulénb6z6, deléciét hordozé Abd-B mutaciok vannak
az iab-7% delécidval szemben, azaz mennyire képes a két mutacié egymas hatasat
komplementélni. Alapéllapotnak az iab-7"IAbd-B°'®* himek hetedik tergitjét
tekintettik, mely a hatodik tergittel megegyez6 méretli ebben a genotipusban (be

nem mutatott adat). Az egyes delécids allélok esetében a kdvetkezé sorrendet tudtuk

felallitani a hetedik tergit egyre csékkend mérete alapjan:

Abd-BP"* > Abd-B™? > Abd-B*®' > Abd-B"" > Df(3R)U110

Igazoltuk, hogy a kapott komplementacié az iab-7 szabalyozé elem jelenlététdl fugg:

nem észlelhetd, ha ez a régié hianyzik. Ha példaul a Df{3R)C4 és Df(3R)U110
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delécidkat 6sszehasonlitjuk (12. dbra), megallapithatd, hogy mindkét delécié teljesen
eltavolitia az Abd-B gént. Mig azonban a Df{3R)U110 proximélis téréspontja épen
hagyja az iab-7 régiét, addig a Df{3R)C4 eltavolitia azt. Ennek megfeleléen a
Df{3R)C4liab-7% heterozigéték hatodik és hetedik tergitje egyforman nagy (be nem
mutatott adat).

A hetedik tergit méretének csékkenése tehat az iab-7 régié egyre er6s6dd
mérték( transz-regulalé képességének a kovetkezménye. A transz-regulacio
névekvd erésségének iranyaban né a delécidok mérete is (12. abra), a Dff3R)U110
mar citolégiailag is lathaté.

12. abra. A komplementaciés kisérletben hasznalt deléciok elhelyezkedése a molekularis
térképen. A ferdén savozott vonalvégek a téréspontok bizonytalansagat jelolik.

Abd-B" H

PSz-2
Abd-B"* AN\ A NN \\

PSz-1

Abd-B \\\\'r A\\\\
Abd-B""*
DfBR)UIIO \\\\ \ ->
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< { Df(3R)R59
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Df(3R)C4
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A Df(3R)U1I0 delécié6 tovabbi érdekessége, hogy a Df{3R)UI10liab-7*
heterozigétakban nem egységes a hetedik tergit mérete, még egy egyed esetében
sem: eltéré méretl sejtcsoportok - tergit-kléonok - figyelheték meg (be nem mutatott
adat, a lehetséges magyarazatot lasd Eredmények megyvitatasa fejezetnél).
Amennyiben az el6z8 komplementacids teszthez hasonld keresztezéseket végzink
Ugy, hogy az iab-7% delécid helyett a Df{3R)R59 deléciét hasznaljuk, akkor - a
Df(3R)UI110 kivételével - hasonlé sorrendet allithatunk fel a komplementacio
eréssegére vonatkozdéan. A Df(3R)U110/Df(3R)R59 heterozigétaknal nem tapasz-
talunk komplementaciét, ami nem magyarazhatd azzal, hogy ez a két delécid atfedi
egymast, mig az iab-7% esetében nem (61. oldal, 12. abra). Az Abd-B*°'*IDf(3R)R59
heterozigétakban ugyanis szintén atfedi egymast a két delécié, mégis hasonlo
mértékli komplementaciét észlelhetink, mint a nem atfedd, Abd-B*°'%iab-7%
mutans-kombinacié esetében. Ha &sszehasonlitiuk az Abd-B*'*IDf(3R)R59 és
Df(3R)U110IDf(3R)R59 heterozigétaknal, hogy hogyan helyezkedik el egyméashoz
képest az iab-7 régi6é és az Abd-B gén 5' vége (kbévetkezé oldal, 13. abra), akkor
megallapithatjuk, hogy az elsé esetben a nem parosodott szakasz két azonos, mig
az utébbi kombinaciénal a két ellentétes helyzetli téréspontjanal talalhatok. Ez
esetben az iab-7 regulator elem és az Abd-B m promoter kozétti tavolsag
feltehet6leg nagyobb annal, mint ami a komplementacié révén kimutathaté kélcsén-

hatashoz szikseéges.
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13. &bra. Az Abd-B gén és az iab-7 szabalyoz6 régiok elhelyezkedése (vastag vonal) kiilonb6z6
delécio-kombinaciok esetében. A fiiggbleges vonalak a téréspontokat, illetve a nem péarosodott
szakaszok kezdetét-végét jeldlik. Az abra nem részaranyos!

iab-7

Df(3R)Abd-B RD-18

Df(3R)iab-7 Sz
Abd-Bm

Df(3R)Abd-B RD-18
—— DfBR)R59

iab-7
| —H Df3R)ull0
DfBR)R59

Abd-Bm

Az iab-7% mutaciét komplementald Abd-B allélek molekularis ismerete révén
megallapithatd, hogy az Abd-B"'* kivételével, a tébbi Abd-B allélben a delécidk joval
nagyobb DNS-szakaszokat tavolitanak el, mint ami a szigoru értelemben vett Abd-B
m promoter elem (Zavortnik és Sakonju, 1989) kiejtéséhez lenne szlkséges.

A zeste funkcié vagy redundans, vagy egyaltalan nem sziikséges az
Abd-B doménben. Mint azt az el6zéekben (1.2.1.7. fejezet) leirtam, a zeste gén
bizonyos alléljei képesek egyes I6kuszok esetében a parosodas-fuggd fenotipusokat

modositani. Egy esettdl eltekintve (Martinez-Laborda és mtsai., 1992) a szintén
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BX-C-hez tartozé6 Ubx doménben leirt 6sszes parosodas-fuggé kdlcsénhatas egyben
zeste-fuggé is. Meglepetésinkre azt tapasztaltuk, hogy az altalunk vizsgalt
fenotipusok egyike sem médosul 2/, 2%, z°®, z° illetve z*””" allélok jelenlétében.
Transzvekcié embriondlis szovetekben. Megvizsgaltuk, hogy a Fab-7
mutacié segitségével kimutathaté-e az iab-7 régid transz-regulalé képessége az
adult epidermisz sejtjeitél eltéré, egyéb sejtekben is. E célbdl kulénbdzé
keresztezésekbdl szarmazé embridk kézponti idegrendszerében (CNS) vizsgaltuk az
Abd-B gén kifejez6dési mintazatat immun-hisztokémiai moédszerrel. A vad tipusu
embridokban az ABD-B fehérje mennyisége lépcsbzetes mdédon emelkedik a tizedik
paraszegmenttél (PS10) a PS14-ig (69. oldal, 15/a abra). A varakozasnak
megfeleléen, a Fab-74bd-B”'° homozigbtakban nincs festédés (ez az allél az m és r
funkcidkra is null, be nem mutatott adat). Az Abd-B"'* allélban a deléci6 a proximalis
promotert és az Abd-B m funkcionak megfeleld transzkriptum (class A) iniciaciés
helyét is eltavolitia (Zavortnik és Sakonju, 1989). Ez alapjan csak a PS14-ben
varhatd festddés a homozigdta Fab-7Abd-B”'* embriékban. Ennek ellenére a
PS13-ban gyenge festédést észleltink (69. oldal, 15/b abra). (A lehetséges
magyarazatot |lasd Eredmények megvitatasa.) A bithorax-komplex bxd régiojatél az
iab-7 végéig terjedd szakaszt eltavolité Df{3R)RS9, illetve az iab-7 régidban inverzids

7"*2 vagy iab-7'%*) hordozd homozigotakban a festédés csak

téréspontot (példaul iab-
a PS13-ban és a PS14-ben észlelhetd (69. oldal, 15/c abra).
Ahogy reméltik, a Fab-7Abd-B°"IDf(3R)R59 heterozigotak CNS-ében azonos

intenzitasu festédés lathaté a PS11-ben és a PS12-ben (69. oldal, 15/d abra).
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A fest6dés e két paraszegmentben annak készénhetd, hogy a Fab-7Abd-B”'* kromo-
széman |év6, mindkét paraszegmentben aktiv iab-7 régié transz-reguldlja a
Df(3R)R59 mutaciot hordozé homolégon |évé ép Abd-B gént. Meglepd mdodon, a
Fab-7Abd-B”"°IDf(3R)R59 embridkban a Fab-74Abd-B""*IDf(3R)R59 embridkkal
megegyezd intenzitasu festédést észleltink a PS11-ben és PS12-ben (be nem
mutatott adat). Ez azért varatlan, mert a két 4bd-B allél eltéré fenotipust okoz a
feln6tt egyedeken: a Fab-7Abd-B°"IDf(3R)R59 heterozigbtakkal ellentétben, nem
észleltunk Fab-7 jelleget a Fab-7Abd-B°'°IDf(3R)R59 heterozigbtdkon. A CNS-ben
észlelt festédéssel szemben, egyik Abd-B allél esetében sem lathatd festédés a
PS11 és PS12 ektodermalis és mezodermalis részében az embrionalis egyedfejlédés
un. ,germ-band retraction” kezdeti allapotaban, holott a vad tipusi embridkban épp
ebben a stadiumban tanulmanyozhatd legjobban ezekben a szelvényekben az Abd-B
gén expresszidja (be nem mutatott adat).

Mindkét Abd-B allél esetében igen gyenge festédést észleltiink a CNS-ben a
PS9-ben (69. oldal, 15/d abra). Ez felvetette a lehetéségét annak, hogy az iab-7
mellet, az iab-5 és iab-6 régiodk is képesek transz-regulaciéra. Hogy ezt ellenérizzuk,
megfestettuk az Mcp®''’iab-7"Abd-B°'°IDf{3R)R59 embriok CNS-ét. Ebben a genoti-
pusban az Mcp mutacié kévetkeztében az iab-5 régié a PS9-ben és PS10-ben, mig
az iab-7 hianya miatt az iab-6 régié6 a PS11-ben és PS12-ben szabdlyozhatna a
transz-helyzet(, ép Abd-B gént. A megfelel6 genotipusi embriok CNS-ében gyenge,
azonos szintl festédést észleltink a PS11-ben és a PS12-ben, ettél még gyengébb,

de szintén azonos intenzitasut a PS9-ben és a PS10-ben (69. oldal, 15/e abra).
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A transz-regulaci6 az embrionalis CNS-ben kevésbé érzékeny a
parosodas gatlasara, mint az adult epidermiszben. Azt tapasztaltuk, hogy
egyszerlbb atrendezddések, melyek az adult epidermiszben erésen gatoljak a
homolégok kromoszémaék parosodasat (iab-7**, TSR-59A4) a CNS-ben latszdlag nem
csokkentik a festédést a PS11-ben és a PS12-ben (példaul a
TSR-59A4,Fab-7Abd-B""’IDf(3R)R59 és  Fab-7Abd-B°"°IDf(3R)R59  embridkban
azonosnak latszik a festédés intenzitasa, be nem mutatott adat). Ezzel szemben a
Fab-7Abd-BP"%liab-7'* embridkban gyenge és szabdlytalan a festédés ebben a két
paraszegmentben, ami azzal magyarazhatd, hogy a tébbszérés atrendezédést

7' kromoszéma ebben a szévetben is jelentésen gyengiti a homoldgok

hordozo6 iab-
parosodasat (69. oldal, 15/f abra). Ezek utdn megvizsgaltuk az egyszer(
atrendez6dést (paracentrikus inverziot) hordozé, In(3R)Fab-7iab-7%° homozigéta és
In(3R)Fab-7iab-7%IDf(3R)P9 hemizigota embridk CNS-ében az Abd-B gén
expressziés mintazatat. (Az iab-7% mutaciét a Fab-7 fenotipus reverzidja alapjan
izolaltuk, az inverzié téréspontjai a 87C1-C2,3 illetve a 89 E3,4 citologiai régiéban
vannak ( Gyurkovics, nem k6z6lt adat). Mivel az inverzié téréspontja a BX-C-ben az
iab-7 régié és az Abd-B gén kozétti terlletre esik, feltételeztik, hogy az inverzio
csupan elvalasztja e két egységet, de funkcionalisan érintetlentl hagyja 6ket.) Mig az
In(3R)Fab-7iab-7% homozigotakban csak a PS13-ban és PS14-ben lattunk festédést
(hasonléan mas, az iab-7 régidban téréspontot hordozé mutaciéhoz, lasd példaul

Df{3R)R59 homozigéta, 69. oldal, 15/c abra), addig az In(3R)Fab-7iab-7*IDf(3R)P9

hemizigdtakban azonos intenzitasu, gyenge festédést tapasztaltunk a PS11-ben és
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a PS12-ben (69. oldal, 15/g ébra). Az In(3R)Fab-7iab-77IDf(3R)P9 hemizigbtakban -
a homoldég kromoszomaval vald parosodas kévetkeztében kialakuld inverziés hurok
révén - az atrendez6dés téréspontjai (amelyek egymastdl megabazisnyi, illetve két
szamozott, citolégia egységnyi tavolsagra vannak) oly kézel kertlnek egymashoz

(14/a-b abra), hogy az iab-7 képes szabalyozni a téle ily messzire kerult, de azonos

kromoszoman lévé Abd-B gént.

14. abra. Az inverzidés hurok az inverziora heterozigéta egyedekben (A) ,feliilnézetben”,
(B) ,,oldalnézetben”. A nyilak a téréspontokat jel6lik.
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Ez a kdélcsdénhatas nem johet létre, ha az inverzi® homozigéta formaban van jelen,
mert ilyenkor nem alakul ki hurok, a kromoszomak a vad tipushoz hasonldan
parosodnak egymassal. Az In(3R)Fab-7iab-7%IDf{3R)P9 embridkban kapott festédés
igazolta elképzeléslnket, miszerint az iab-7 regulator régid és az Abd-B gén is ép és

mikodéképes az In(3R)Fab-7iab-7% kromoszéman.
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Transz-regulacion alapulé, parosodastél fiiggetlen koélcsénhatas?
Megvizsgaltuk az In(3R)Fab-7iab-7% &étrendez6déshez igen hasonldé (kozeli
téréspontd, 87D1,2; 89E3,4) In(3R)Fab-7iab-7%" (Gyurkovics és misai.,1990)
atrendezédés esetében is az Abd-B gén expresszids mintazatat a CNS-ben. A
homozigéta In(3R)Fab-7iab-7% illetve hemizigota In(3R)Fab-7iab-77IDf(3R)P9
embridokban is csak a PS13-ban és PS14-ben van festédés, vagyis ebben a
mutansban az iab-7 régié mikoédésképtelen (be nem mutatott adat). A homozigoéta
In(3R)Fab-7iab-7" illetve a homozig6ta In(3R)Fab-7iab-7%° embriokkal ellentétben, a
heterozigéta In(3R)Fab-7iab-7%IIn(3R)Fab-7iab-7%" embridkban a PS11-ben és a
PS12-ben is gyenge, szabalytalan mintazatu festédést észleltink (69. oldal, 15/h
abra), ami azzal magyarazhatd, hogy az In(3R)Fab-7iab-7% kromoszéman lévé
funkcioképes iab-7 szabalyozza a sajat kromoszémajan illetve az In(3R)Fab-7iab-7R7
mutaciot hordozé homologon 1évé Abd-B gént. Ez az eredmény igen meglepd, hiszen
a két hasonlo téréspontu atrendezédés miatt nem johetne létre a heterozigétak
esetében j6l megfigyelhetd inverziés hurok, ami révén koézel kertulhetne egymashoz
az iab-7 régi6 és az Abd-B gén. Elméletileg a két téréspont kérnyezetében csupan a
87C-t6l a 87D-ig terjedd citologiai egység nem parosodik, a kromoszéma tébbi része
- eltekinte attdl, hogy mindkét kromoszoéman forditott orientaciéju a 87D és 89E
régiok kozétti szakasz - normalis. A citologiai vizsgalat ennek ellenére feltarta, hogy
a két kisméretl, kihurkolodd 87C kromoszoma-szakasz nagy gyakorisaggal (kézel
50%) parosodik egymassal, melynek kdvetkeztében az inverziés hurokhoz hasonlo

szerkezetet figyelhetink meg (70. oldal, 16. &bra).
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15. abra. Drosophila-embriok koézponti idegrendszere (CNS) Abd-B ellenanyaggal festve.
(@) +/+, (b) Fab-7Abd-B"" homozigéta, (c) Df{3R)R59 homozigéta, (d) Fab-74bd-B°'°IDf(3R)R59,
(e) Mcp®''%iab-754bd-BP'*IDf(3R)R59, (f) Fab-7Abd-B"'%liab-7'%, (g) Fab-7iab-7"IDf{3R)PY,
(h) In(3R)Fab-7iab-7%°/In(3R)Fab-7iab-7%"
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16. abra. Nyalmirigy-6riaskromoszéma készitmények In(3R)Fab-7iab-7"°/In(3R)Fab-7iab-7%"
larvakbél. A nyil a kihurkoléd6 87C régidk kozotti kapcsolatra mutat. Faziskontraszt mikroszkép, 500x
illetve 1200x nagyitas.
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Feltételeztuk, hogy a 87C régidk parosodasa révén kerul az iab-7 régié és az Abd-B
gén koézel egymashoz, és ezaltal jon létre a transz-regulacié a CNS-ben. Hogy ezt
ellendrizzlk, rekombinacié segitségével létrehoztunk egy olyan inverziét hordozé
kromoszémat, melynek proximalis (bal oldali, L) téréspontja az In(3R)Fab-7iab-7%,
mig a disztalis (jobb oldali, R) téréspontja az In(3R)Fab-7iab-7%" kromoszomabdl
szarmazik (lasd Anyagok és moédszerek). Az igy kapott kromoszomabdl hianyzik az
eddig kihurkolédott 87C-t6l a 87D-ig terjedd régio, viszont kétszer is tartalmazza (az
atrendez6dés téréspontjainal) azt a koérulbelul tiz kilobazisnyi szakaszt, ami
eredetileg az Abd-B gén 3' vége felé, az In(3R)Fab-7iab-7% és In(3R)Fab-7iab-7%
inverzidk téréspontjai kézott talalhaté. Mint az a 17. abran (72. oldal) lathatd, a
rekombinans és a szul6i kromoszémak kézétt nincsenek nem parosodott, homoldg
szakaszok, vagyis nem varhaté az R5/R7 kombinaciéhoz hasonl6 kapcsolat a
kihurkolédd, homoldg régidok kozott. Ezt a feltevést a citologiai vizsgalat is
megerésitette az In(3R)Fab-7iab-7%1In(3R)Fab-7R5"R7" genotipusu larvak esetében

(be nem mutatott adat). Az In(3R)Fab-7iab-7% mutacioval ezt nem tudtuk ellenérizni,
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mivel az In(3R)Fab-7iab-7%IIn(3R)Fab-7R5*R7% genotipust transz-heterozigotak
elpusztulnak a harmadik larvastadium elérése el6tt, hasonldéan az In(3R)Fab-7iab-7%
homozigétakhoz. Ennek ellenére a CNS-ben az R5/R7 kombinacidhoz hasonld
festédés észlelhetd R5“R7%IR5 és R5*R7%/IR7 embridkban egyarant (be nem mutatott
adat). Ez az eredmény nem magyarazhat6 egyszerlen azzal, hogy a BX-C-ben egy
kisméretli (kb. tiz kilobazis hosszu) szakasz a rekombinans kromoszoman két
példanyban van jelen, hiszen a homozigéta In(3R)Fab-7R5"R7% embriokban (a
Fab-7iab-7% illetve Fab-7iab-7% inverziékra homozigéta embridkhoz hasonldan)
csak a PS13-ban és PS14-ben van festédés (be nem mutatott adat). Feltételezzik,
hogy a CNS-ben az iab-7 régié és az Abd-B gén a transz-regulaciohoz szikséges
kozelségbe kerll egymassal annak ellenére, hogy a nyalmirigy-sejtekben nem latunk
kozottik parosodast (lehetséges magyarazatot lasd az Eredmények megvitatasa
fejezetben). A transz-regulacidhoz szukséges koézelség biztositasaban nagy
valészinlséggel a rekombinans kromoszoman kétszer is jelen 1évd, tiz kilobazis
kérali méretli DNS-szakasz jatszik dontd szerepet azaltal, hogy megtalalja és
kélcsbnhatasba Iép a homoldg szakaszaval a masik téréspont kérnyezetében. Ugy
tlnik, hogy ez a kélcsénhatas nem jon létre akkor, ha ez a szakasz a homolog
kromoszéman azonos poziciéban (parosodva) van jelen, mint példaul a homozigéta
In(3R)Fab-7iab-7% illetve In(3R)Fab-7R5"R7" embriok esetében (17. abra, kovetkezd

oldal).
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17. abra. Az inverzi6kat hordozé két sziil6i, az R5 és R7, valamint a rekombinans kromoszéma
szerkezete. A ferdén savozott rész az emlitett tiz kb hosszii DNS-szakasz helyzetét jelzi.Tovabba fel

van tiintetve, hogy a kiilonbdz6 genotipusokban lathat6-e festddés a PS11-ben és a PS12-ben.

GENOTIPUS:

In(3R)Fab-7 RS
In(3R)Fab-7 RS

In(3R)Fab-7 R7
In(3R)Fab-7 RS

In(R)Fab-7R5" R7R
In(3R)Fab-7 RS

In(3R)Fab-7 R7
5L R
In(3R)Fab-7 RS R7

In(3R)Fab-7 RS"R7R

In(3R)Fab-7 R5 R7R
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4. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az ecetmuslicaban az A4-t6l hatrébb elhelyezkedd potrohszelvények
identitasat - ezaltal a Fab-7 fenotipus mértékét is - az Abd-B géntermék
szelvényenkénti, aktualis szintje hatarozza meg. A normalisnal minél magasabb ez a
szint a hatodik potrohszelvényben, annal inkabb az A7-re fog hasonlitani az A6.
Példaul a Fab-7/+ hetero- és Fab-7IDf(3R)P9 hemizigbéték A6-jdban az Abd-B
géntermék szintje a vad A6 és A7 kozétti szintre emelkedik, amit himekben a hatodik
tergit er6sen lecsékkent mérete jelez. A Fab-7 homozigotak A6-ja mar teljesen A7-té
modosult, ezért a himeken egyaltalan nem lathatd hatodik tergit.

A Fab-7IDf(3R)P9 hemizigétdhoz hasonléan egy Fab-7/Abd-B transz-
heterozigo6taban is csak egy képia miikodoképes Abd-B gén van jelen, ezért hasonlo
mennyiségl génterméket - azonos fenotipust - varnank e két genotipusban. Ennek
ellenére a Fab-7/Abd-B°'° heterozigétak hatodik potrohszelvénye jelentésen
nagyobb (a Fab-7 fenotipus szuppresszalt) a Fab-7/Df(3R)P9 hemizigétak hatodik
potrohszelvényéhez képest, mig a hetedik tergitek mérete megegyezik a két
genotipusban. Elképzelheté lenne, hogy a szuppressziénak az az oka, hogy a
mutans Abd-B génrél un. ,antimorf’ géntermék képzddik, ami (példaul dimer formaju
ABD-B fehérje esetében) ,mérgezi’, mikodésképtelenné teszi a vad tipusu
génterméket, csdkkentve ezaltal a mikodoképes géntermék mennyiségét. Ez ellen
sz6l, hogy ez a hatas csak a hatodik potrohszelvényben jelentkezik, mig a

hetedikben nem. Tovabba, az Osszes vizsgalt Abd-B pontmutacié hasonléan
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viselkedik. Talan legmeggy6zébb ellenérv az antimorf hatas ellen az, hogy a
szuppresszié mértéke nem csékken, ha egy extra BX-C kopiat (Ip(3;1)bxd"!! illetve
Tp(3;1)P115) viszink be a Fab-7/Abd-B"'° transz-heterozigétakba. Ezzel szemben
teliesen megszunik, ha kromoszomalis atrendez6déseket indukalunk az egyik
homolégon a BX-C és a centromer kozétti szakaszon. Tehat a Fab-7 fenotipus
transz-szuppresszidja a homolég kromoszomak parosodasatdl fugg, vagyis a
transzvekciod egy esete az Abd-B doménon belll.

Eredményeink alapjan a szuppresszié annak a kévetkezménye, hogy az iab-7
szabalyozé elem aktivald képessége korlatozott, ami megoszlik a két parosodd
Abd-B gén kozétt azokban a szelvényekben, melyekben csak egy aktiv allapotu
iab-7 régi6 taldlhatd. Az iab-7 szabdlyozé elem aktivald hatasanak megoszlasa
kétféle modon is elképzelhetd: a fizikai értelemben vett megoszlasa mellet az is
lehetséges, hogy ez a hatas idében oszlik meg a két parosodd Abd-B gén kozbtt,
melyek versengenek egymassal az iab-7 régidval valé kélcsonhatasért. Maga a
megoszlas ténye még nem okoz szuppressziét, hiszen a Fab-7/+ heterozigéta (van
megoszlas) és a Fab-7IDf{3R)P9 hemizigéta (nincs megoszlas) himek hatodik
potrohszelvénye hasonlé méretl. Lathatd, hogy a fenotipus szempontjabdl csak az
Abd-B RNS illetve fehérje 6sszmennyisége a fontos, az nem szamit, hogy a
géntermék egy vagy két génrél szarmazik. Ha azonban a jelenlévd és parosodd
transz-helyzetl gén null-mutaciét hordoz, nem képzédik réla fehérje, ezaltal elvész,
elfecsérelédik az iab-7 elemnek az erre a génre jutd aktivitasa, végeredményben

lecsékken az Abd-B géntermék szintie, a Fab-7 fenotipus visszaszorul. A
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szuppresszido okanak masik lehetséges magyarazatat (az aktiv és inaktiv éllapotu
iab-7 régiok kolcsénhatasa) kizarhatjuk, mivel a szuppresszié akkor is megfigyel-
hetd, ha az A6-ban nincs jelen, hianyzik a parosodd, inaktiv iab-7 szabalyozo elem.
A szuppresszid nemcsak azaltal szUntethet6 meg, ha gatoljuk a homoldg
kromoszdmak parosodasat, hanem akkor sem észlelhetd, ha az adott szelvényben
két parosodo, aktiv iab-7 régié van. Ez is kétféleképpen magyarazhatd: az elsé
esetben nem alakul ki megoszlas, mindkét iab-7 a ,sajat’ (cisz-helyzetl) Abd-B
génjét szabalyozza. A masik lehetéség szerint viszont mindkét iab-7 szabalyozza
mindkét Abd-B gént (kettds cisz- és transz-regulacié), de mivel az igy
elvesztett-visszakapott aktivalé hatas mértéke egyforma, nem észlelink
szuppressziot. A hiperaktivacio révén lathattuk, hogy az Abd-B gén prométere nem
Jtelitett”, mindkét iab-7 régié képes szabalyozni (ha nem is azonos mértékben)
egyszerre. Ez azonban csak akkor mutathatd ki, ha az egyik szabalyoz6 elemmel
cisz-helyzetl promoter-régié legaldbb részlegesen hianyzik. Noha nincs egyértelm(
bizonyitékunk az els§ magyarazat helyes voltara, mégis ugy gondoljuk, hogy az a
valészinlbb: feltehetbleg kevésbé ,akar’ elszakadni (akarcsak részlegesen illetve
ideiglenesen) egy szabalyoz6 elem a sajat, cisz-helyzetl promoterétél akkor, ha a
parosodd homolégon lévé, transz-helyzetl prométer mar egy azonos erésségl sajat,
cisz-regulator elemmel |étesitett kapcsolatot. Az emberi kapcsolatok vilagabol
kélcs6nzott szavakkal élve, a cisz-helyzetli promoéter iranyaban ,elkételezett”
szabalyozé régid6 szamara valdszinlileg kevésbé ,csabitd” egy ,foglalt”,

transz-helyzetlG prométer, mint egy ,szabad”...
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A nagytavolsagu génszabalyozas egyik lehetséges mechanizmusa, az un.
,looping-model” szerint az enhanszer és a promoter régiod fizikai kapcsolatot |étesit
egymassal, mikézben a kozottik 1évé DNS-szakasz kihurkolddik. Kisérleti eredmé-
nyeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Abd-B gén esetében a
proximalis prométertdl ,upstream” elhelyezkedé DNS-szakasz fontos szerepet tolt be
az enhanszer hatasu szabdlyoz6 régiok rogzitésében, a kihurkolodott allapot
kialakitasaban illetve fenntartasaban. Erdekes médon ugy tlinik, hogy ez a
kélcsénhatas transzkripcié nélkil is |étrejon és fennmarad. A null allél Abd-B°"*
esetében a mutaciot el6idézé deléciod eltavolit egy 411 bp méretl szakaszt, melybdl
345 bp ,downstream” és 66 bp ,upstream” helyezkedik el a transzkripcid iniciacids
helyéhez (class A) viszonyitva (Zavortnik és Sakonju, 1989). Ennek kdvetkeztében
meggyengul az akar cisz-, akar transz-helyzetl iab-7 régié és a deléciét hordozd
Abd-B gén kozétt a kapcsolat. Ugyanakkor az Abd-B°'* allél még mindig képes
bizonyos mértékig versengeni a transz-helyzetl Abd-B génnel az iab-7 régidval valo
kapcsolatért (lasd Abd-B°"*|Fab-7 illetve Abd-B°"*ITSR-Sz-1,Fab-7 heterozigbtak
AB6-janak 6sszehasonlitdsa, 58. oldal, 10. abra). Ez a megfigyelés felveti annak a
lehet6ségét, hogy a sz(ik értelemben vett prométer funkcid és az enhanszert a gén
5' végéhez rogzité mechanizmus fizikailag is elkulonithetd egymastol. Ezt
alatdmasztja, hogy a P elem inszercié okozta hipomorf UC21-10 és UC21-10,1-d
Abd-B allélok is (az Abd-B gén 5' végét eltavolité Abd-B"'* allélhoz hasonldan)

gyengébb kélcsénhatast |étesitenek az iab-7 régidval, mint egy struktaralisan ép

Abd-B gén (lasd Eredmények). Mindkét inszercié 253 bazisparral ,upstream’
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helyezkedik el a proximalis Abd-B prométerrél szarmazé class A RNS transzkripcio-
iniciaciés helyéhez képest (McCall és mtsai., 1994). A homozigéta UC21-10 vagy
UC21-10,1-d embridkban az ABD-B m fehérje mennyisége lecsékken ugyan a vad
tipust embridékhoz képest, de nem tlnik el teljesen, jelezve, hogy a prométer régié
mikddéképes (McCall és mtsai., 1994). Valdészin(, hogy a tébb tiz kilobazis méretl
inszercidk csupan elvalasztjak egymastél a promotert és az iab-7 elem régzitésében
résztvevé DNS-szakaszt, ezzel magyarazhaté a maradék gyenge Abd-B aktivitas és
az iab-7 régidval létesitett kapcsolat meggyengulése.

Bar az Abd-B gén esetében molekuléris kisérletekkel nem hataroztdk meg a
minimalisan szukséges promoter régiét, a fenti eredmények alapjan val6szini-
sithetd, hogy upstream iranyban nem terjedhet 250 bazisparnal sokkal messzebbre.
Ezzel 6sszhangban, az Ubx gén esetében 680 bp elegendének bizonyult a prométer
funkcié ellatasara (Saari és Bienz, 1987). Ugyanakkor az Abd-B gén és az iab-7
elem kozoétti kélcsénhatas akkor sem szilinik meg teljesen, ha az upstream régio
tovabbi részei (2,1 illetve 7,6 kb) hidnyoznak, de a kapcsolat annal inkabb gyengul,
minél nagyobb az Abd-B gén 5' végét eltavolité delécid mérete. Ez az dsszefluggés
azt sugallja, hogy a szabalyozo régiok rogzitéséért felelés DNS-szakasz elemekre
bonthatd, amelyek tébb kilobazisnyi tertleten helyezkednek el.

Masok (Boulet és mtsai., 1991; Celniker és mtsai., 1990) eredményeitdl
eltéréen azt tapasztaltuk, hogy a homozigéta Abd-B°'* embriok CNS-ében
kismennyiségl ABD-B fehérje mutathatd ki a PS13-ban (69. oldal, 15/b abra). Az

Abd-BP'"* allél a genetikai kisérletekben azonban nem hipomorf, hanem null allélnak
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bizonyult az m funkciéra nézve. E mellett, a mutacié molekularis természete (66 bp
upstream, 345 bp downstream hianyzik a class A transzkriptum iniciaciés helyéhez
képest, Zavortnik és Sakonju, 1989) miatt is valészin(tlen, hogy a PS13-ban kapott
festédés az ABD-B m fehérje jelenlétének lenne készénhetd. Az altalunk hasznalt
ellenanyag (1A2E9, monoklonalis egér-anti-ABD-B, Celniker és mtsai., 1989) mind a
négy Abd-B transzkriptumrél készul6 fehérjét felismeri a k6zds 3' végi exonok miatt
(61. oldal, 12. dbra). Feltételezzik, hogy az Abd-B"'* allélban a proximalis promoter
(részleges vagy teljes) hianya miatt az igy felszabaduld, kézvetlentl szomszédos,
mkddbképes iab-8 cisz-regulator képes lesz kélcsénhatasba |épni a tébbi Abd-B
promoterrel, melyekkel normalisan az iab-9 régio létesit kapcsolatot a PS14-ben. A
proximalis Abd-B prométert szintén eltavolité Abd-B™* és Abd-B™* alléljainkban
csak a PS14-ben észlelhets festédés (be nem mutatott adat). Valészin(, hogy e két
mutansban az iab-8 régié is részleges deléciét szenvedett, ugyanis mindkettében
Iényegesen nagyobb (7,6 illetve 2,3 kb) upstream helyzetli DNS-szakasz hianyzik,
mint az Abd-B”'* allél (66 bp, Zavortnik és Sakonju, 1989) esetében.

A ,cisz-transz teszt” segitségével kimutattuk, hogy az iab-7 régié korlatozott
aktivald hatasa egyenlétlenul oszlik meg a cisz- és transz-helyzetli Abd-B gének
kozoétt, a cisz-helyzetlre nagyobb hanyad jut. A legegyszer(ibb magyarazat szerint
az egyenl6tlen eloszlasnak térbeli oka van: a cisz-helyzet( prométer van kézelebb.
Az iab-7 régi6 és a proximalis Abd-B prométer azonban igen messze (legalabb 20
kilobazis) van egymastdl. Joggal merll fel ezek utan a kérdés, hogy ilyen nagy

tavolsag esetén szamit-e még egy minimalis kulénbség. Ha nem, akkor egyenl6
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valészinlséggel alakulna ki cisz- illetve transz-kélcsénhatas. Mivel ez nem igy van,
egy masik, bonyolultabb magyarazatot tételeztink fel, ami idébeli eltérésen és
energetikai alapokon nyugszik.

Mint az kiderult a hiszton gének esetében (Hiraoka és mitsai., 1993), az
egyedfejlédés soran a homolég kromoszoémak parosodasa csak azutan kdévetkezik
be, hogy a zigotikus gének aktivva valtak. A két esemény kozétti iddbeli eltérés
tételezhetd fel az Ubx domén esetében is (Martinez-Laborda és mtsai.,1992). Sajat
eredményeink szerint, az egyedfejl6dés ,germ-band retraction” allapotaig nem
észlelheté transz-regulaciéo az Abd-B doménben, ami szintén a parosodas kezdeti
hianyara utal. Ezek szerint amikor kialakul az enhanszer (szabalyozd régid) és a
promoter kozétt a kapcsolat, az enhanszer nem valaszthat a cisz- illetve
transz-helyzetli promoéter kézétt, mert a homoldg kromoszémak ekkor még nem
parosodtak, ezért csak a cisz-helyzetli promoéter elérhet6. A kés6bbiekben, a
parosodas kialakulasa utan az enhanszer ,faképnél hagyhatna” a cisz-helyzetl gént
és ,atpartolhatna” a transz-helyzet(ih6z. Ezzel szemben ugy tlnik, hogy valami
meggatolja a cisz-kapcsolat felbomlasat. Ez azonban nem zarja ki annak
lehetéségét, hogy a parosodas létrejétte utan egy dinamikus egyensulyi allapot
alakuljon ki minden sejtben a teljesen cisz-helyzetli és a nagyrészt tovabbra is
cisz-helyzeti, de egyszersmind részlegesen transz-helyzetlvé is atépult régzitd

komplex ko6zétt (Iasd kévetkezd oldal, 18. abra).
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18. abra. A cisz-helyzetii rogzité komplex részleges atépiilését szemléltetdé dinamikus modell.
A folytonos vonal a homolég kromoszoémaékat és az aktiv allapoti szabalyozé elemeket (iab-6 és
iab-7) jelzi, kitoltétt ovalis alak az inaktiv allapota iab-7 elemet, a fekete kér a Fab-7 izolator szakasz
meglétét, fliggbleges vonal hidnyat jeloli, négyszog a prométert, lres kér az enhanszert, vastag nyil
az Abd-B transzkripciés egységet, a haromszdgek pedig a kapcsolat kialakitdsaban szerepet jatszo
fehérjeegységeket jelzi.

il
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Ha az egyensuly nem alakulna ki minden sejtben, akkor az adott szévetben
egy meghatarozott aranyban, de ezen belul sejtenként (vagy sejt-klononként) vélet-
lenszer(ien fordulnanak el6 a teljesen cisz- (ezen sejtek lennének talsulyban) és a
részleges cisz- és transz-helyzet( rogzité komplexek. Mivel az adult epidermiszen
illetve az embrionalis CNS-ben lathato jellegek az esetek tébbségében nem klonalis
jellegliek (a kivételeket lasd késdbb), egy ,kiegyenlitd mechanizmusnak® kellene
létezni, ami 6sszegezné a sejtenkénti allapotokat és atlagolna a kapott eredményt
szoveti szintre. Erre azonban semmilyen adat nem utal az eddig ismert
transzvekcids rendszerekben, sét a kivételesen eléforduld klonalis jellegek éppen e
mechanizmus |étét cafoljak.

Véleményunk szerint energetikai okok is gatat szabhatnak egy cisz-helyzetl
régzité komplex felbomlasanak és teljes mértékben transz-helyzet(i kapcsolatta vald
atépulésének. Mint azt megallapitottuk, a szabalyozé elemek rogzitéséért felelGs
upstream régié tébb kilobazis hosszu, méretétdl fugg a cisz-kapcsolat er6ssége. Ez
alapjan a rogzité komplex sok elembdl &allhat, melyek mind résztvesznek és

egyuttm(ikédnek a maximalis er6sségl cisz-kapcsolat kialakitasaban és



4. Az eredmények megvitatasa 81

fenntartdsaban. Ha ez a kapcsolat egyszer mar kialakult, a régzit6 komplex
természete garantalja stabilitasat akkor is, ha a homolég kromoszéman lévé szabad
Abd-B gén kelléen megkodzeliti a cisz-komplexet. A stabilitds oka az lehet, hogy a
cisz-helyzetl régzité komplex felbontasa és transz-helyzetlvé valé atépulése csak
elemenként térténhet. Energetikai alapon, minden egyes Ujabb elem esetében
nagyobb a valészinlsége annak, hogy visszaall az eredeti, cisz-helyzet( kapcsolat,
mintsem egy Ujabb elem csatlakozzon a kiépulé félben |évé transz-helyzetl
komplexhez. Ezaltal rendkivul szilard lehet a cisz-helyzetl régzité komplex, melynek
telies felbontasa tul sok energiat igényelne egyszerre. Kismértékl, részleges
,2atépitése” azonban lehetséges (19. abra).

19. abra. Energia-diagramm a teljesen cisz-helyzetli rogzitd komplex atépiilésérdl teljesen

transz-helyzetiivé. (a) teljesen cisz-komplex, (b) nagyrészt cisz-, kisrészt transz-, (c) fele cisz-, fele
transz-, (d) nagyrészt transz-, kisrészt cisz-, és (e) teljesen transz-komplex

\ 4
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Jelenleg nincs olyan deléci6 az Abd-B doménben, mely teljesen
megszintetné a cisz-helyzetli szabalyoz6 régiok kétédését, de ugyanakkor ne
tavolitana el a sztukségesnél nagyobb méretii kromoszéma-szakaszt is, csékkentve
ezéltal a homoldég kromoszémak parosodasat és a maximalis erésségl transz-
regulacié lehetéségét. Egy ilyen specialis delécié keletkezésének igen kicsi a
valészinlisége a sok feltétel egyideji teljesitése miatt. Sajat kisérleteinkben kézel
200,000 egyed atvizsgalasa soran egy ilyen igéretes jeldltet talaltunk, ami azonban
sterilnek bizonyult. Duncan (McCall és mtsai., 1994) hasonlé méretl kisérlete
(~260,000 légy) soran sem sikerllt az o6sszes feltételnek eleget tenni. Az Ubx
doménban azonban létezik ilyen delécié (Martinez-Laborda és mitsai., 1992). Az is
elképzelhetd, hogy az Abd-B domén eltéré szerkezete (négy alternativ promoter
jelenléte) vagy egyéb okok miatt nem lehetséges a cisz-helyzetlvel azonos
er6sségli transz-kapcsolat az Abd-B doménban. Noha kidolgoztunk egy, az
eddigieknél hatékonyabb maédszert ilyen jellegli delécidk izolalasara, kétséges, hogy
alapvet6, Uj informacidékhoz juthatnank-e a tovabbi, eziranyu kisérletek folytatasa
soran. E helyett, véleménylUnk szerint, talan érdekesebb lenne azon gének
feideritése, melyek termékeik révén vesznek részt az Abd-B 5' végét és a
szabalyozd régiokat 6sszetartd rogzité komplex felépitésében.

Azokban a szelvényekben, melyekben csak egy kopia iab-7 szabalyozd elem
mUkédik, az aktivaldo hatas nagyobb része a cisz-helyzetl, mig kisebb része a
transz-helyzetl Abd-B génre jut. A transz-komponens azonban nem elég ahhoz,

hogy lathaté Fab-7 fenotipust okozzon akkor, ha a cisz-helyzetli prométer ép
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(példaul Fab-7Abd-B”'°I+ esetében, 56. oldal, 8/b abra). Ugyanakkor pontosan ilyen
mértékl transz-komponens elvesztése latvanyos fenotipusbeli valtozast okoz a
Fab-7IAbd-BP'® transz-heterozigétaban a Fab-7/+ heterozigotahoz képest (47. oldal,
5/c-a abra). Ez csak ugy magyarazhatd, ha feltételezzuk, hogy nem linearis az
Osszefuggés a Fab-7 fenotipus mértéke (az Abd-B RNS illetve fehérje mennyisége)

és az iab-7 szabalyozo elem aktivald hatasanak eréssége kézoétt (lasd 20. abra).

20. abra. A Fab-7 fenotipus mértéke és az iab-7 elem aktivalé hatasanak erdssége kozotti
osszefluiggés. Az dbrazolt 6sszefliggés a hatodik tergit méretén alapszik. A kettés szaggatott vonal
a lathaté Fab-7-jellegnek megfeleld, feltételezett szintet jel6li. (a,) Fab-7 homozigéta, (b,) Fab-7

hemizigéta, (c,) Fab-7/Abd-B°", (d,) Fab-7Abd-B°"/+, (e,) Fab-7Abd-B°"°/+.

N\
100%—*
Fab-7 jelleg
b
50%—
¢
lathat6 {F [-—9
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1 aktivalé hatas 2

A BX-C szerkezete (Peiffer, 1987, 116. oldal, 23. abra) és mikédési modellje
(Lewis, 1982, 117. oldal, 24. abra) szerint egy cisz-regulator aktiv marad a hatrébb
elhelyezkedd szelvényekben is, noha ugy tlnik, hogy erre nincs semmi szikség. A
cisz-regulatorok hatasa ugyanis nem 6sszegzédik egy adott szelvényben, annak

identitdsat csak az abban a szelvényben legel6szér aktiv, a legerésebb (a
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legmagasabb Abd-B géntermék-szintet biztositd) szabalyozd elem hatarozza meg.
Ez azt sugallja, hogy egy adott szelvényben a gyengébb elemek nem létesitenek
kapcsolatot a prométerrel, mert ellenkezd esetben ennek fenotipusosan is meg
kellene nyilvanulnia. Nem tudjuk, hogy ez miért van igy, hiszen a prométer nem
Llelitédik” egy szabalyozé elemmel |étesitett kapcsolat soran. Erre példa a hiperak-
tivacié jelensége, mikor egynél tébb, azonos erésségli szabalyozé elem létesit
kapcsolatatot egy prométerrel. Lehet, hogy egyszerlen térbeli okok miatt valasz-
tédnak le a gyengébb szabalyozd régiok a promoterrél. Ennek modellezésére
hasonlitsuk egy nadragszijhoz a DNS-t, ahol az Abd-B prométer a csat, az egyes
szabalyozo régiok pedig a lyukak a szijon. Ahogy egyre szlkebbre vesszuk a szijat,
ugy valtjak egymast az egyes iab-régiok az Abd-B prométeren az egyre hatrébb
elhelyezkedd szelvényekben: a leglazabb allapotot az iab-5-tel, mig a legszlkebbet
az iab-7-tel l|étesitett kapcsolat jelenti (ez utdbbi szabalyoz6 régié van ugyanis
legkézelebb az Abd-B génhez). Ezen mechanisztikus modeli alapjan kizart, hogy két
kulénbozé erésségl cisz-regulator egyidejlleg létesitsen kapcsolatot a prométerrel
a kézbees6é DNS-szakasz kihukolédasa révén. A homoldg kromoszdmak parosodasa
miatt, egy ehhez hasonlé eseménynek kell bekdvetkeznie a Fab-7/+ heterozigétak
AB-jaban, ahol a transz-reguldlé iab-7 elem levalasztja a parosodd homolég, vad
kromoszéman 1évé Abd-B génrdl a cisz-helyzetl iab-6 régiét. Ugy tlinik, hogy még
ez a viszonylag gyenge transz-kélcsénhatas is erésebb alapokon nyugszik, mint
amit egy iab-6 elem tud létesiteni a ,sajat” (cisz-helyzet(i) prométerével. Ellenkezd

esetben kulonbdzne a Fab-7/+ és Fab-7IDf(3R)R59 himek hatodik tergitiének a
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mérete (a Df{3R)R59 delécié ugyanis eltavolitia a szabalyozé régidkat az iab-7-t6l
egészen a bxd-ig, de sértetlenul hagyja az Abd-B gént).

Mind az adult kutikula mind az embrionalis CNS esetében a transzvekcio
vizsgalata soran talalkoztunk olyan kivételes esettel is, amikor kionalis jellegeket
észlelttnk. igy példaul a Dff3R)U110liab-7% heterozigéta himek hetedik potroh-
szelvényén eltéré méretl tergit-darabkak figyelheték meg. A keskeny hetedik tergit-
daraboknak megfelelé sejtklonok igen erds (az Abd-B gén 5' helyzetl delécidi kdzul
a legerésebb) komplementaciot eredményezd transz-regulaciora utalnak, mig a
széles hetedik tergit-klonok a komplementacié illetve a transz-regulécio teljes
hianyat jelzik. Enhez hasonldéan szabalytalan, ,kétallapotd” mintazat figyelheté meg
az In(3R)Fab-7iab-7%/In(3R)Fab-7R5*R7% vagy Fab-74Abd-B"'°liab-7'° embriok
CNS-ében a PS11-ben és a PS12-ben. Az egyes neuroblaszt-csoportok e két
szelvényben vagy erésen festédnek Abd-B ellenanyaggal, vagy egyaltalan nem. A
transzvekciot mutatd jellegek esetében tudjuk, hogy a homolég kromoszémak
parosodasanak mértéke a politén nyalmirigy-sejtekben j6 6sszhangban van az adott
szovet esetében megfigyelheté fenotipussal. A fenti két esetben a BX-C nem
parosodik a nyalmirigy-sejtekben, mégis, a kapott eredmények e homolog I6kuszok
egyfajta fizikai kdzelségére utalnak a megfelel6 (adult epidermisz illetve embrionalis
CNS) szovetekben. A bithorax-komplex-rél ismert, hogy nem mikédik a nyalmirigy
sejtieiben (Zink és Paro, 1989). Elképzelhetd viszont, hogy létezik egy olyan
mechanizmus, ami lehetévé teszi a homoldg lékuszok kélcsénhatasat azokban a

sejtekben, melyekben az adott gén aktiv. Ez a rendszer szikségszer(en eltér attol,
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ami a homoldgok parosodasat biztositja a nyalmirigy sejtekben. Egy ilyen lehetséges
mechanizmus lehet a nuklearis kompartmentalizacié, melynek lehetéségét Zachar
és munkatarsai mar 1985-ben javasoltak a transzvekcidé egyes eseteiben. E nézet
szerint az adott sejtben (szdvetben) aktiv gének a sejtmag olyan részeiben
helyezkednének el, melyben az egyes transzkripciés faktorok szabadon
hozzaférhetnek az adott génekhez, mig az inativ géneket magaba foglald
sejtmag-kompartmentek esetében erre nincs moéd. Az utdbbi tipusi kompartmentek
létezését latszik igazolni Messmer €s munkatarsai (1992) eredménye, miszerint
szOvettenyészetbdl szarmazé Drosophila sejtek interfazisos magvaiban egymastdl
elkulénuld tér-részek mutathatok ki a kromatin inaktiv allapotat fenntarté Polycomb
csoport névado tagja ellen készult ellenanyag segitségével. Mivel e csoport tagjai a
genetikai kisérletek alapjan egymassal egyuttmdkodve latjak el feladatukat,
valészini, hogy e kompartmentekben is tébb Polycomb csoportba tartozé fehérje
talalhaté. Ezt igazolva Franke és munkatarsai (1992) Drosophila embridk nuklearis
extraktumabdl immun-precipitacid révén izolaltak egy olyan 2-5 x 10° Da
molekulasulyu multimer fehérje-komplexet, amely erésen reagalt a POLYCOMB és a
POLYHOMEOTIC fehérje ellen készult ellenanyagokkal. Ezent tul, Franke és
munkatarsai (1992) azt is megallapitottak, hogy e két fehérje azonos eloszlast mutat
a nyalmirigy-ériaskromoszémakon valé kétédésuk alapjan. Ezek alapjan léteznie kell
az ellenpéldanak is, vagyis olyan sejtmagon beluli tér-részeknek is, melyekben az
adott sejtekben éppen miikodé gének talalhatok. Sikerult izolalni egy olyan két

megadalton molekulasulyu fehérje-komplexet, melyben eddig két trithorax-csoportba
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tartozé gént azonositottak (brahma, Dingwall és mitsai., 1995, illetve ISW2, Elfring
és misai., 1994). Elképzelhetd, hogy a trx-kompartmentben |évé gének fizikailag
koézel kertulnek homolég parjukhoz, ezaltal képesek lesznek egymas mikédését
befolyasolni. Ezt a feltevést tamogatja Casrelli-Gair €s munkatarsai (1990) adatai,
miszerint a Cbx'Ubx' kettés mutaciét hordozé harmadik kromoszoéma képes
kélcsénhatasba lépni - ezaltal lathaté Chx fenotipust okozni - az egyébként nem
parosodod, X-kromoszéman lévé homoloég BX-C régidval akkor, ha mutacié révén
lecsokkentjuk az ilyen egyedekben a POLYCOMB fehérje mennyiségét.

Duncan (Hoppmann és mtsai., 1995) és Sakonju (Hendrickson és Sakonju,
1995) télunk fuggetlenul szintén kimutattak a transzvekcioé eléfordulasat az 4bd-B
doménben. Megallapitottak, hogy amennyiben az A4bd-B gén 5' vége részben vagy
teljesen hianyzik, akkor az igy szabadda vald cisz-regulator régiok képesek
szabalyozni a homolég kromoszéman |évé, transz-helyzetl Abd-B gént, ha annak
.Sajat” (cisz-helyzetll) szabalyozd elemei hianyoznak illetve mikddésképtelenek.
Télunk eltéréen ehhez 6k nem a Fab-7 mutaciét hasznaltak. A yellow gén
transzvekciojahoz (Geyer és mtsai.,1990) hasonldan, kisérleti rendszertk arra épdult,
hogy a szabalyozo régiok illetve az Abd-B gén mutaciéi a létrejovd transz-regulaciod
miatt részlegesen komplementéljdk egymas hatasat, melynek eredményeként
s6téten pigmentalt (a vad tipushoz hasonld) lesz a himek hatodik és hetedik
potrohszelvénye. Eredményeinkhez hasonléan 6k is azt kaptak, hogy a zeste gén
mutacié nem befolyasoljak a transzvekciét a bithorax-komplex e részében. A mi

adatainktél eltéréen, az altaluk vizsgalt kélcsénhatas igen ellenallénak bizonyult a
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kromoszomalis atrendezédések gatlé hatasaval szemben az adult epidermisz
esetében. Erre magyarazat lehet, hogy az A5-jelleg (feketén pigmentalt tergit) egy
Iényegesen alacsonyabb 4Abd-B RNS illetve fehérje szintnek felel meg, mint ami az
A6 = A7 transzformacidhoz (Fab-7 jelleg) szUkséges, ezért ennek eléréséhez
elegendd egy gyengébb erésségl parosodas is. De az is elképzelhetd, hogy két
eltér6 mechanizmus biztositia a parosodast e két kulénbézb transzvekcids
rendszerben.

Az embrionalis CNS-ben azonban mi is azt tapasztaltuk, hogy csak

tobbszorés, a BX-C-ben téréspontot hordoz6 atrendezédés képes észrevehetben

csokkenteni a parosodas-fuggé Fab-7 fenotipust. E mellett kimutattunk egy masik,
szintén transz-regulacion alapuld kélcsénhatast is, amely latszélag fuggetlen a
nyalmirigy-sejtekben megfigyelheté homoldég kromoszéma-parosodastol. Valészind,
hogy az utébbi esetben a kélcsénhatas kdzvetitésében fontos szerepet jatszik az a
kérulbelal tiz kilobazis hosszi DNS-szakasz, mely az iab-7 régid és az Abd-B gén
ko6zott helyezkedik el. Feltételezzik, hogy ez a régié rendkivil nagy tavolsag
(megabazisok) esetén is képes koélcsénhatasba Iépni homolég parjaval (példaul a
nuklearis kompartmentalizacié soran), melynek eredményeként kerul egymashoz
koézel az iab-7 regulator elem és az Abd-B gén. Ugy tlnik, nem lehet ezt a
kapcsolatot a ,hagyomanyos értelemben” kromoszémadlis atrendezddések
(struktaralis heterozigécia) révén megszintetni. Epp ellenkezéleg, az egyetlen
hatékony mddszernek azt taldltuk, ha a tiz kb hosszi DNS-szakaszt eredeti helyérdl

elmozdité atrendezédést (In(3R)Fab-7iab-7%°) homozigbéta allapotba hozzuk,
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megteremtve ezaltal egy alternativ parosodas lehet6ségét az immar azonos
pozicioju DNS-szakaszok koézétt (lasd 72. oldal, 17. abra). Velunk &sszhangban,
Duncan is kituntetett szerep(inek talalta ezt régiot (Hoppmann és mitsai., 1995).

Az embrionalis szdvetek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy nem
mutathaté ki transz-regulaci6 a mezo- és ektodermaban az egyedfejlédés
.,germ-band retraction” kezdeti allapotaig. Ennek oka feltehetéleg az, hogy a
bithorax-komplex nem parosodik ezekben a szévetekben az egyedfejlédés korai

szakaszaban.
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5. OSSZEFOGLALAS

A magasabbrend(li eukariéta-génszabalyozas tanulmanyozésara kivaldéan
alkalmas az ecetmuslica bithorax-komplexe, melynek finom mikddésbeli valtozasai
is jol lathaté homeotikus transzforméciét okoznak. igy példaul e génkomplex Abd-B
doménjét érinté, dominans Fab-7 mutacidé hatasara a muslicak hatodik potroh-
szelvénye hetedikké modosul. E transzformacio kévetkeztében a heterozigdta himek
hatodik tergitjének mérete kérulbellul egynegyedére csdkken a vad hatodik tergithez
képest. Megallapitottuk, hogy a Fab-7/+ himek hatodik tergitlemeze érzékenyen
reagal az Abd-B gén mikodését befolyasolo kulénb6ézé hatasokra, mérete attdl fugg,
hogy milyen magas az Abd-B géntermék szintje ebben a potrohszelvényben. Ezt
felhasznalva sikertlt kimutatnunk egy eddig ismeretlen, a homoldég kromoszémak
parosodasatol fuggo, transzvekcids kdlcsénhatast az Abd-B doménben. A kulénb6z6
mutansok keresztezésébdl szarmazéd felndtt egyedek kutikula-vizsgalata soran

megallapitottuk, hogy:

- az iab-7 régid aktivalé hatdsa korlatozott, ami megoszlik a cisz- és a
transz-helyzetli Abd-B gén koz6tt azokban a szelvényekben, melyekben
csak egy aktiv allapotu iab-7 elem és két parosodd Abd-B gén talalhato

- a megoszlas nem egyenl6é mértékd, a cisz-helyzet(i génre nagyobb hanyad
jut

-ha a transz-helyzetli Abd-B gén pontmutaciét hordoz, akkor parosodas-
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fuggben, dominansan szuppresszalddik a Fab-7 fenotipus

- a Fab-7IAbd-B" transz-heterozigétak hatodik potrohszelvényében inaktiv,
parosodo iab-7 elem nem jatszik szerepet az altalunk leirt transzvekcidban,
megléte illetve hianya esetén azonos fenotipust kapunk

- a szuppresszid annak a kdvetkezménye, hogy az iab-7 aktivalé hatasabdl a
transz-helyzetl Abd-B génre juto rész elvész a mutacié miatt

- a szuppresszio érzékenyen reagal (az Ubx doménben ismert parosodas-
fuggd kolcsénhatasokhoz hasonldéan) a kritikus régiéban téréspontot

hordoz6 kromoszédmalis atrendezédések jelenlétére

- a szuppresszid nem észlelheté azokban a szelvényekben, melyekben két
parosodd, aktiv allapota iab-7 elem talalhatd

- az Abd-B gén 5' végén upstream iranyban deléciot hordozé allélek eltérd
mértékben, a delécié méretétd| figgden komplementaljak az iab-7> deléciét

- a komplementacié er6ssége névekszik az 5' helyzet( deléciok méretével az
ép iab-7 régié egyre gyengébb cisz-, de ezaltal egyre er6sebb transz-
helyzetl kétédése miatt

- az Ubx génhez hasonléan, az Abd-B gén is hiperaktivalhato

- az éltalunk vizsgalt mutans-kombinaciok esetében a zeste gén nem

befolyasolja a transzvekciét az 4bd-B doménben

Eredményeink arra utalnak, hogy az Abd-B gén proximalis prométerétdl upstream

elhelyezkedé DNS-szakasz rendkivul fontos szerepet jatszik a szabalyozé elemek
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roégzitésében. Ez a koélcsénhatas akkor is létrejon és fennmarad, ha a transzkripcio
iniciacios helye és a promoter régié is hianyzik. Ezek alapjan ugy tanik, hogy a szlk
értelemben vett promoéter funkcié és az enhanszert a gén &' végéhez régzitd
mechanizmus fizikailag is elkulénithet6 egymastdl. Megallapitottuk, hogy a
rogzitésért felelés upstream régid tébb kilobazis hosszu, méretétdl fugg a
szabalyoz6 régiodkkal Iétrehozott kapcsolat er6ssége. Ezek szerint a régzitést végzé
fehérjekomplex szamos elkulénllé elembdl tevédik 6ssze, melyek mindannyian részt
vesznek és egyuttm(kédnek a maximalis er6sségl cisz-kapcsolat kialakitasaban és
fenntartasaban. Valészinl, hogy az elemes felépitésbdl adédd nagyfoku stabilitas
miatt az egyszer mar kialakult, teljes mértékben cisz-helyzetli enhanszer-gén
kapcsolat csak részlegesen, kismértékben tud atépulni transz-helyzetlivé egy
dinamikus egyensulyi allapot kialakulasa soran. Feltehetbleg ez lehet az oka annak,
hogy az iab-7 aktivaldé hatasabdl nagyobb hanyad jut a cisz-helyzetli 4bd-B génre.
Ezek szerint a cisz-kapcsolat az el6tt alakul ki, hogy a homolég kromoszémak
parosodnanak egymassal. Ezt igazolni latszik az a megfigyelésunk, miszerint az
embrionalis egyedfejlédés elsé felében, a mezo- és ektodermaban nem mutathatd ki
transz-regulacié, a kés6bb kialakulé kézponti idegrendszerben viszont igen. E

szovetben végzett immun-hisztokémiai vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy:

- az iab-7 cisz-regulator région kivul az iab-5 és iab-6 régidk is képesek
transz-regulaciéra
- a parosodas-fuggd koélcsénhatasok a CNS-ben kevésbé érzékenyek a

kromoszomalis atrendezédések gatld hatasara, mint az adult epidermiszben
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- amennyiben citolégiailag nem mutathaté ki a homolég kromoszémak
parosodasa a nyalmirigy-sejtekben, a CNS-ben akkor is észlelhetd transz-

regulaciora utald, szabalytalan mintazatu festédés

igy valészint, hogy az embriondlis CNS-ben két kalénbozd, transz-regulacion
alapulé koélcsénhatast mutattuk ki: az egyik fiugg a nyalmirigy-sejtekben
megfigyelhetd, homoldég kromoszdéma-parosodastél, mig a masik latszélag ettdl
fuggetlen. Véleményunk szerint, az utébbi esetben a transz-regulacié kialakitasaban
fontos szerepet jatszik az iab-7 régié és az Abd-B gén 3' vége kozott elhelyezkedd,
korulbelul tiz kilobazis hosszi DNS-szakasz. Feltételezzik, hogy a nuklearis
kompartmentalizacié révén rendkivul nagy tavolsag (megabazisok) esetén is képes
ez a kromoszdma-szakasz kélcsénhatasba lIépni homoldg parjaval, ami biztositja az
iab-7 szabalyozo elem és az Abd-B gén kozott a kell6 kdzelséget.

Vizsgalataink a fentiek megallapitdsan tul tovabbi, a Drosophila-genetikaban
masok szamara is hasznosithatd gyakorlati jelent6séggel birnak. A kisérleti

rendszerunket hasznalva kénnyen lehet izolalni:

- kromoszémalis atrendezédéseket, melyek egyik téréspontja a centromer és
az Abd-B gén kézé esik

- az Abd-B génen belul pontmutaciokat és a gén 5' végét eltavolito
deléciokat, illetve lehetéség van ezek egyszer(, gyors, megbizhatd

elkulénitésére molekularis vizsgalat nélkul
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Az elébbiek mellett, munkank tovabbi gyakorlati jelentésége lehet, hogy az altalunk
kimutatott transzvekcio segitségével nyomonkévethetjik az egyes kromoszémakat
embridkban és felnétt egyedekben egyarant, még akkor is, ha az adott genotipusban

egy extra kopia bithorax-komplex menekiti, maszkirozza az Abd-B mutaciok okozta

egyébként dominans fenotipust.

Ertekezésem egy kulénleges génszabalyozasi mod kimutatasarél és
hatasmechanizmusanak feltarasarél szoélt. Ezt a homolég kromoszémak
parosodasatél fuggd, un. transzvekcids jelenséget az ecetmuslica egyik homeotikus
gén-csaladjaban, a bithorax-komplex Abd-B doménjében vizsgaltuk a Fab-7 mutacioé
segitségével. A magasabbrendl eukariéta élélényekben (igy az emberben is) a
homeotikus gének hasonlé szerepet téltenek be a test kialakitdsaban, mint a
Drosophila esetében, molekularis szerkezetik is igen hasonlé. A transzvekcio
jelensége szintén megfigyelhetd mas élélényekben is, nemcsak az ecetmuslicara
jellemzé, specidlis biolégiai folyamat. Ezek alapjan uUgy gondolom, hogy
eredményeink egy része altalanos érvényli lehet, hozzdjarulhat az eukaridta

génszabalyozas egyes részleteinek megismeréséhez és megértéséhez.
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6. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

SUMMARY

Proper development of an organism requires precise regulation of gene
expression. Interactions between promoter and enhancer elements provide one level
of this regulation. Genetic studies gave evidence that these interactions can be
formed not only in cis but in trans as well, between non-contiguous DNA molecules.
Such frans-interactions have been found to be responsible for several examples of
intragenic complementation in Drosophila melanogaster. These trans-interactions
depend on the physical proximity of homologous chromosomes, because they are

inhibited when one of the homologues carries a rearrangement which reduces the
pairing of homologous chromosomes as described first in Drosophila. There are
examples which suggest that pairing-dependent trans-interactions, termed
transvection, also occur in other organisms such as plants, animals and humans.
Moreover, most recent studies showed that disruption of the pairing of homologues
reduces transcription on both chromosomes indicating that chromosomal synapsis
has a general enhancing effect on transcription.

Our study was initiated by the finding that point mutations of the Abd-B gene
in trans dominantly suppress the phenotypic effect of the dominant gain of function
mutation, Fab-7, in Drosophila. Abd-B is one of the three homeotic genes of the

bithorax-complex (BX-C) which controls segmental identity in the posterior half of the
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Drosophila body. The level of Abd-B gene product increases gradually from the fifth
to the ninth abdominal segment as a consequence of the discrete activating effect of
segment specific cis-regulatory regions. The Fab-7 mutation removes a boundary
separating the iab-6 and iab-7 cis-regulatory regions, which are specific for the sixth
(A6) and the seventh (A7) abdominal segments, respectively. As a consequence of
the fusion between the two cis-regulatory regions, iab-7 becomes ectopically active
in the sixth abdominal segment. Accordingly, in the A6 of Fab-7 homozygotes the
level of the Abd-B gene product is as high as in the A7 of wild type flies. As
expected, A6 is completely transformed into A7 in this genotype, which is most
obvious in adult males by the virtual loss of the sixth abdominal segment (as A7
does not participate in the formation of the adult cuticle in this sex). However, in the
A6 of Fab-7 heterozygotes the level of Abd-B gene product is intermediate between
the levels seen in the A6 and the A7 of wild type flies. Accordingly, the
transformation of A6 into A7 is only partial in Fab-7 heterozygotes; males have a
vestigial sixth abdominal segment. These results indicate the existence of an inverse
proportionality between the level of the 4bd-B gene product in A6 and the size of this
abdominal segment.

As null mutations of the Abd-B gene in cis completely revert this posteriorly
directed transformation of A6 (that is Fab-74bd-B/+ heterozygotes do not show any
degree of Fab-7 characteristics), it was intriguing to find that Abd-B point mutations
in trans significantly suppress the Fab-7 phenotype (that is the size of A6 is enlarged

in Fab-7IAbd-B- males as compared to Fab-7/+ heterozygotes). This suppression
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proved to be a case of transvection as it was completely eliminated when the pairing
of the homologous third chromosomes was inhibited by rearrangements.

By genetic methods we showed that the activating effect of iab-7 is limited
and shared between the Abd-B genes in cis and in trans in those segments where
only one copy of iab-7 is active. The paired inactive iab-7, present in the A6 of
Fab-7IAbd-B heterozygotes, does not have a role in the trans-suppression of the
Fab-7 phenotype, as suppression is not modified in its absence. The suppression is
simply the consequence of the unproductive frans-regulation of the defective Abd-B
gene by the ectopically active iab-7. In contrast to Fab-7/+ heterozygotes, trans-
regulation in Fab-7IAbd-B- individuals does not produce functional ABD-B protein,
therefore, the trans-activating effect of iab-7 is wasted in this genotype. The sharing
of iab-7 can not occur when the pairing of homologues is prevented; in this case
iab-7 regulates the intact Abd-B gene in cis with full capacity. Similarly, suppression
is not observed when both copies of iab-7 are active in A6, as in the case of
Fab-7Abd-BIFab-7 heterozygotes. We propose that under these conditions both
iab-7 regions regulate their own Abd-B gene in cis.

From the different phenotypes of Fab-7Abd-BI+ cis- and Fab-7/IAbd-B trans-
heterozygotes we concluded that the sharing of the activating effect of iab-7 is
asymmetrical, the Abd-B gene in cis is preferred. However, this ratio can be altered
in favor of the Abd-B gene in trans by the removal of the region upstream of the
transcriptional initiation site of the Abd-B gene in cis. Surprisingly, cis-interaction
between iab-7 and the Abd-B gene is not completely eliminated if the region that

extends from 3 kb downstream to 7 kb upstream of the 5' end of the Abd-B gene is
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deleted. Our results strongly suggest the existence of a mechanism operating
independently of transcription which tethers cis-regulatory regions to the upstream
region, and should, therefo}e, be different from the transcriptional machinery that is
supposed to lock enhancers to the promoter region.

Moreover, we demonstrated that deletions of different sizes in the upstream
region modify differently the ratio of cis- and trans-interactions between the
regulatory region, iab-7, and the Abd-B gene. We observed that the strength of
cis-interaction is inversely proportional to the size of the deletion in the upstream
region, suggesting that this region consists of numerous discrete elements that
cooperate in locking individual cis-regulators to the Abd-B gene. We suppose that
due to the high stability of the anchoring complex which arises from its
multicomponent assembly, once an interaction is established between the regulatory
regions and the promoter through the cooperation of numerous components in cis,
the complex cannot be fully reconstructed at the other promoter in trans. Only partial
rebuilding is possible, resulting in a dynamic equilibrium which is shifted towards the
cis-interaction. The formation of a dynamic equilibrium in each cell would explain the
non-clonal appearance of the phenotypes we examined. Additionally, the shifted
equilibrium may explain why cis-regulation is stronger than trans-regulation. This
explanation, however, requires that the formation of cis-interaction precedes the
establishment of the tight pairing of homologous chromosomes. Indeed, we could not
detect rranms-regulation during the first half of the embryonic development,
suggesting that the homologous chromosomes are not paired in the early stage of

ontogenesis.
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Contrary to the earlier stages of embriogenesis, we do detect trans-regulation

in the embryonic central nervous system (CNS) after the beginning of germ band

retraction stage. Using monoclonal antibodies raised against the ABD-B protein, we
provided immuno-histochemical evidence for the ability of cis-regulatory regions
(iab-5 and iab-6) to trans-regulate the Abd-B gene similarly to iab-7. Although it is
difficult to compare transvection in the CNS and in the adult abdominal epidermis, it
seems that trans-interaction in the CNS is considerably more tenacious than in the
adult abdomen. Moreover, even when pairing of homologous chromosomes is
inhibited by rearrangements in the salivary gland cells, we still detected a weak
clonal staining in the embryonic CNS. We conclude that two different types of
trans-regulation exist in the CNS: one depends on the pairing of homologues, while
the other occurs in the absence of chromosomal synapsis. In the latter case we

suppose the existence of a mechanism that brings homologous genes into physical
proximity to each other, hence allowing trans-regulation, in only those tissues where
that particular gene is expressed (the bithorax-complex is inactive in the salivary
gland cells). Our data suggest that this type of trans-regulation depends on an
approximately 6-10 kb long stretch of DNA which lies between the iab-7 regulatory
element and the 3' end of the 4bd-B gene. We suppose that this region can find and
pair with its homologue over extremely long distances bringing the iab-7 and the
Abd-B gene into the required proximity.

Since most of the previously documented cases of transvection depend on

the presence of a wild type copy of the zeste gene, we tested its involvement in trans-
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regulatory interactions with the Abd-B gene. Surprisingly, we found that mutations in
the zeste locus had no apparent effect on any of the frans-regulatory interactions in
the Abd-B domain described above. This finding suggests that zeste function may be

redundant or not required for transvection in the Abd-B domain.

My thesis focuses on a special type of gene regulation which depends on the
pairing of homologous chromosomes. Namely, we detected transvection in the
Abd-B domain of the homeotic bithorax-complex and revealed its mechanism. The
sequence of homeotic genes show significant conservation and they also have a
similar role in the organization of body formation in various phylae of higher order
animals and humans. Similarly, the phenomenon that transvection represents in a
broader sense, that is communication between alleles, is not unique to Drosophila.
Very likely, transvection is responsible for the so called paramutations in plants and
may also be involved in certain human disorders. In the light of these, some of our
results may provide a general clue to the understanding of certain aspects of

eukaryotic gene regulation.
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7. FUGGELEK

7.1. Tudomanyos hattér

7.1.1. Miért hasznalnak ecetmuslicat a genetikai kisérletekben?

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) tdbb szempontbdl is idealis
kisérleti allat genetikai vizsgalatokhoz. Valddi soksejtes él6lény Iétére az élesztéével
Osszevethetd méretl a genomja, mely mindéssze négy kromoszéma-parra tagolodik.
Larvalis ériaskromoszomai felbecsulhetetlen értéklek citogenetikai vizsgalatokban,
mivel ,felnagyitott” finomszerkezetik mellett még a homolég kromszéma-parosodast
is mutatjak, melynek segitségével a kromoszéma szerkezeti megvaltozasai
(kromoszdma-mutaciok) is elemezheték. A rekombinaciét kizard, tébbszéros
kromoszémalis atrendezédések (inverziok) felhasznalasaval kialakitott dn.
,,balanszer kromoszémak” és az ,, ellensulyozott letdlis rendszer” alkalmazasaval
lehetséges az egyes mutaciok koénnyl és egyszer(, automatikus fenntartasa
beltenyésztett vonalakban (térzsekben). A szamos rendelkezésre 4&ll6, ismert
térképhelyzetl mutacié segitségével konnyl egy Uj, eddig ismeretlen mutacié pontos
genetikai lokalizacioja, azonositasa. A dominans mutaciok lehetévé teszik egy-egy
kromoszéma kovetését fenotipus alapjan akar generacidkon keresztil. Mindezen
rendkivuli genetikai lehetéségek mellett, az ecetmuslica nagyon kénnyen kezelhetb
is kis (de nem tul kicsi) mérete, révid generacios ideje, utédainak nagy szama és

egyszerl tenyészthetésége miatt.
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A genetika fejl6édése soran egyre inkabb molekularis bioldgiai tudomannya
valt. Az Uj kévetelményeknek megfelelve, a Drosophila j6l hasznalhatd kisérleti
objektum a molekularis szint( vizsgalatokban is.

A legfontosabb érv az ecetmuslica hasznalata mellett az, hogy a térzsfejlédés
soran alapvetd biolégiai folyamatokban (példaul a sejt életében, a testfelépités
kialakitasaban, a génmlkddés szabalyozasaban) résztvevd gének szerkezete és
mikodése nagymértékben konzervalédott, igy a Drosophila vizsgalata soran
Osszegy(jtétt ismeretek jelentds részét kiterjeszthetjlk mas élélényekre is. A
szamos, molekularisan is ismert szerkezetl muslica-gén és a kénnyen létrehozhato,
un. ,, transzgenikus” muslicak segitségével fényt derithetink mas, genetikailag
nehezebben vizsgalhato, kevésbé ismert él6lényekben talalhaté gének szerepére és
muakddésére is.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az ecetmuslica az egyik leggyakrabban
és legjobban hasznalhaté kisérleti allat genetikai, toxikoldgia, biokémiai és

fejlédésbiologiai kutatasokban.
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7.1.2. Az oriaskromoszomak szervezédése

A Drosophila és mas Diptera fajok larvalis széveteinek tébbségére jellemzé a
politénia, vagyis e sejtekben a kromoszémak sejtosztédas nélkul replikalédnak. A
politén sejtek a normalis, diploid allapothoz tobbé mar nem térnek vissza,
osztédasra képtelenek, funkcidjuk ellatasa utan elpusztulnak. A politénia foka az
egyes larvalis szbvetekben eltéré, a nyalmirigy sejtjeiben a legnagyobb, melyek
DNS-tartalma az utolsé larvastadium végére a diploid sejtekének kb. ezerszeresére
nd. A politén larvalis sejtekben un. ,ériaskromoszémak” jénnek létre azaltal, hogy a
replikacio utan a testvérkromatidak nem valnak el egymastél, hanem hossztengelytk
mentén szorosan 6sszetapadnak. Az ériaskromoszémakat olyan speciélis funkcioju
sejtek interfazisos kromoszémainak tekinthetjik, melyekben az intenziv RNS-
szintézishez szlUkséges és abban résztvevé gének szama (a genom jelentds
részével egyitt) megsokszorozddott. Erdekes médon a politénia nem terjed ki a
Drosophila teljes genomjara: nem politenizalédik a kromoszdéma-karok centromerhez
kézel esbd része (kézponti heterokromatin), a kromoszéma-karok csucsi részei
(telomerek) és az Y kromoszéma.

Az driaskromoszémaknak jellegzetes savmintazata van, mely jol vizsgalhato
megfeleld festési eljaras utan. A mintazatot ktlénb6zé megjelenésu, erésen fest6dé
savok és gyengeén fest6dé savkozok valtakozasa adja. A savok erés festédése
magas DNS-tartalmuknak készénhetd, ami kb. tizszer-harmincszor nagyobb, mint a

savkoézékben. A savok szélessége, morfolégiai megjelenése és egymastél vald



tavolsaga az adott oériaskromoszémara, és ezen belll is egy adott szakaszra
jellemzé. A savmintazat alapjan készitette el Bridges (1935) a Drosophila
melanogaster nyalmirigy-ériaskromoszéma citolégiai térképét. Minden kromoszéma-
kart 20 nagy egységre osztott fel (1-t6l 20-ig az X-kromoszoma, 21-t6l 40-ig a 2.
kromoszéma bal karja, 41-tél 60-ig a 2. kromoszéma jobb karja, 61-tél 80-ig a 3.
kromoszéma bal karja, 81-tél 100-ig a 3. kromoszdma jobb karja és 101-t6l 102-ig a
kicsi, 4. kromoszoma).

A nagyobb egységeken belll hat, nagy betlikkel jelélt szakaszt (A-tol F-ig)
hatarozott meg. Ezen szakaszok mindegyike egy-egy vastag savval kezdédik. Végul
arab szammal jelélt minden egyedileg elkilénithetd savot. igy példaul a 60C5
egyetlen savot jeldl a citologiai térképen. Bridges (1935) leirasa alapjan a
Drosophila melanogaster genomja a larvalis nyalmirigy sejtekben 5072 savbdl, illetve
az ezeket elvalasztdé savkozokbél all. Az ujabb, elektronmikroszképos citolégiai
vizsgalatok (Berendes 1970, Saura és Sorsa 1979) igazoljak Bridges eredeti
térképének érvényességét, bar kisebb eltérések vannak a Bridges altal kettésnek
tekintett savok szamaban.

Tobb, uUn. ,telitési kisérlet” soran is azt kaptak, hogy egy adott kromoszéma-
szakaszra térképezhetd gének szama jol egyezik az azon a szakaszon talalhato
savok szamaval (Judd és mitsai., 1972, Liu és Lim, 1975). Sokaig vitattak, hogy a
savok vagy a savkozok felelnek-e meg egy-egy lokusznak, hiszen a savkézok is

tartalmaznak egy-egy génnek megfelel6 mennyiségl DNS-t. Zhimulev (1974) és

Jamrich (Jamrich és mtsai., 1977) kutatasai szerint mindkét allaspont képvisel6inek
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igaza van: a témoérebb szerkezet(i savokban (az egymas mellé rendezédétt un.
,kromomer”-ekben) csak bizonyos szévetekben illetve testrészekben,
meghatarozott idében mikédé gének talalhatok, mig a lazabb szerkezetl
savkozokben (az egymas mellé rendez6détt un. |, interkromomer”’-ekben) azok a
gének talalhaték, melyek minden szévetben, mindig mikdédnek (un. ,,hdztartdsi
gének”). A késébbi telitési kisérletek (Young és Judd, 1978) azonban feltartak, hogy
a gének (komplementaciés csoportok) szama nem mindig egyezik az adott
kromoszéma-szakaszon talalhaté savok/savkézdk szamaval: a savok szama néha
tébb, mint az oda térképezheté gének szama, néha viszont a gének szama tébb,
mint az adott szakaszon talalhaté savok/savkézok széama. Ezt molekularis
maodszerrel (Northern-analizis) is igazolva, Bossy €s munkatarsai (1984) kimutattak,
hogy egy adott kromoszoma-szakasz esetén a lathatd savok szamanal kozel
négyszer tébb transzkripciés egység mutathaté ki, végleg megdéntve ezzel az ,egy
gén - egy sav/savkoz” elméletet.

Az OriaskromoszOmakra savos mintazatuk mellett, egy masik feltind
morfoldgiai sajatsag is jellemzd: helyenként gyengén festédd duzzanatok, un.
.puffok” figyelheték meg. Mivel a puff-mintazat szévetenként eltérd, illetve egy
szbvet esetében az egyedfejlédés soran valtozik, Beermann (1952) ugy vélte, hogy
az egyes puffok gének aktivitasat tukrézik. Ezt igazolta Pelling (1959), aki kimutatta,
hogy a puffokban intenziv RNS-szintézis folyik. A puffok tehat az éridaskromoszémak

transzkripcionalisan legaktivabb helyeinek tekintheték (Daneholt, 1975).
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7.1.3. A Drosophila melanogaster peteképzbdése és egyedfejlédése

A Drosophila petéi a néstény petefészkét alkotd petecsévekben képzédnek. A
petecsévek csucsaiban talalhaté &sivarsejtek egyenlétientl osztédnak: az egyik
leanysejt &sivarsejt marad, mig a masikbdl négy egymast kévetd osztdédas utan egy
petesejtbdl és 15 dajkasejtbdl allo petekezdemény képzdédik (Nothiger és mtsai.,
1978, Wieschaus és Szabad, 1979). A petekezdemény egyes sejtjei k6z6tt az un.
,gylricsatornak” révén citoplazmatikus kapcsolat marad fent. Ezeken a csatornakon
keresztul fehérje- és RNS-molekulak, valamint sejtszervecskék jutnak at a politén
dajkasejtekbdl a transzkripcionalisan inaktiv, diploid petesejtbe.

Megtermékenyités utdan az anyai és apai pronukleusz nem olvad régtén
egybe, hanem csak az elsd, un. ,gonomerikus” osztddas utan. A diploid sejtmagok
tizpercenként Ujbdl osztédnak, de tovabbra is k6zds citoplazmaban maradnak.
A 8. osztdédasi ciklus (256 sejtmag) utan az eddig szétszértan elhelyezkedd
sejtmagok vandorolni kezdenek a pete felszine felé, és egy sejtmagnyi vastag
réteget hoznak Iétre a felszinen. A 13. osztddasi ciklus utan kialakulnak a sejtmagok
kérul a sejthartyak, ezaltal létrejon az egysejtnyi vastag blasztoderma. Ekkor
aktivalédik a zigotikus gének zéme. A kovetkezd orakban az embrio térbeli
Ujraszervez6désen megy keresztul. A gasztrulacié soran kialakulnak a belsd
sejtrétegek. A megtermékenyitést kéveté 5. éraban az embrid teste szelvényekre
oszlik, kialakul a kés6bb egyesulé harom feji, a szintén harom tor- és a nyolc

potrohszelvény. A megtermékenyitést koéveté 22. éraban (25°C-on) az embrid
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kikel és szelvényezettségét megérizve larvaként fejlédik tovabb. A larva kétszer
vedlik, majd bebabozédik. A babban a politén larvalis szdvetek feloldédnak.

A felnbtt muslica teste teljes atvaltozas révén alakul ki: testrészei - az
idegrendszer kivételével - nem a larvalis homolégjaikbdl, hanem az un. imaginalis
szervkezdeményekbdl képzddnek. Ezek a szervkezdemények a larva testét ,eleven
taptalajként” hasznaljak, majd babozdédaskor hormonhatasra bonyolult szerkezeti
atalakulasokon keresztiulmenve kialakitjak a megfelelé felnéttkori strukturat. Példaul
a felnétt allat toranak a kultakaréja un. imagokorongbdl (imagindlis diszkuszbdl), mig
a potroh kutikuldja un. abdominalis hisztoblasztokbdl alakul ki (21. abra). A

megtermékenyitést kdvetd tizedik napon a felnétt allatok kibujnak a babbal.

21. abra. Larvalis imaginalis diszkuszok és hisztoblaszt sejtek (a), és a belSlik képz6dé felnott
struktarak (b). (Wildermuth nyoman, 1970)
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7.1.4. A Drosophila melanogaster egyedfejl6dését szabalyozé f6 géncsoportok

Az ecetmuslica egyedfejl6édése jol nyomon kévethetd az , anyai hatasu”, a
,,§zegmentdcios” és a ,, homeotikus” gének mutacioi révén.

Az anyai hatasu gének mutacidira nézve homozigéta néstény a megtermé-
kenyité him genotipusatdl fuggetlentl mindig mutans utédot hoz Iétre. Klasszikus
példa erre az embrié normalis polaritasi viszonyait megvaltoztatdé mutaciok esete. A
homozigéta dicephalic (dic) (Lohs-Schardin, 1982) néstényektsl szarmazé embridk
elpusztulnak, mert nincs hatulsé részuk, viszont két, tukér-szimmetrikus eltlsé, feji
résszel rendelkeznek. Az ellenpélda, a ,kétfarkd” embrié is ismert, melyet a bicaudal
(bic) (Bull, 1966; Niisslein-Volhard, 1977) mutacié okoz. Mas anyai hatasu gének
mutacidi a hat-hasi polaritast médositjak. Ezek alapjan az anyai hatdsu gének egyik
f6 feladata az, hogy a majdani embrié polaritasi viszonyait még a megtermékenyités
elétt, a petében kialakitsak.

A szegmentacios gének feladata a kezdetben szelvényezetlen embrié testének
szelvényekre osztdsa. Az ebben a folyamatban résztvevé géneket harom
alcsoportra oszthatjuk. Az un. ,,gap” gének az embriét szelvényeknél nagyobb
testrészekre osztjdk. Példaul a Krippel (Kr) gént elrontdé mutaciéra (Gloor, 1954)
homozigéta embridknak hianyzik az 6sszes tor- és az els6é 6t potrohszelvénye. Az
un. ,, pair-rule” géneknek az egyes szelvények kialakitasa a feladata. Nevulket
onnan kaptak, hogy minden masodik, paros vagy paratlan szamu para-

szegmentben fejtik ki hatasukat (a paraszegmentek az egymast kévetd szelvények
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egy hatulsé és egy ellls6é részébdl allnak, mintegy fél szelvénnyel ,elcsusztatva”
helyezkednek el a szelvényekhez képest, 24. abra, 117. oldal). Ebbe a csoportba
tartozik példaul a fushi-tarazu (fiz) gén (Jirgens és mitsai., 1984), mely japanul
szelvényhianyt jelent. Nevét onnan kapta, hogy a homozigéta mutans embridkban
minden paros szamu paraszegment hianyzik. Az Un. ,,szegment-polaritas” gének
alakitjak ki az egyes szelvények anterior és poszterior részeit. Mutacioik esetében a
szelvények elulsé illetve hatuls6 része hianyzik, viszont helyette tukér-
szimmetrikusan jelen van még egyszer a masik, normalisan is meglév® rész.
Szegment-polaritdas gén példaul az engrailed (en) (Niisslein-Volhard és Wieschaus,
1980). Lathatd tehat, hogy a szelvényes szerkezet kialakitasa eltéré felbontasu
szinteken valésul meg, ugyanakkor a harom alcsoport génjei kézétt bonyolult
kélcsénhatasi halozat jon létre.

Az igy kialakuld, kezdetben teljesen egyenértékl szelvények fokozatosan
differencialédnak, egymastdl kilénbozékké valnak. A homeotikus gének mutacioi ezt
a folyamatot megzavarhatjak, illetve meggatolhatjak. (A ,, homedzis” kifejezés
Bateson-t6l (1894) szarmazik, aki olyan esetekben alkalmazta, mikor a test egyes
részei (szelvényei) mas testrészekké (szelvényekké) alakultak, példaul a csap
helyett |ab, a billér helyett szarny nétt ki.) A homeotikus gének szerepe ezek szerint
az, hogy biztositsdk az egyes szelvények sejtjeinek genetikailag meghatarozott
specializacidjat. Garcia-Bellido (1977) ,szelektor” géneknek nevezte el a homeotikus
géneket, mivel ezen gének valasztanak egy-egy sejtcsoport lehetséges fejlédési Utjai

kézul, aktiv illetve inaktiv allapotuknak megfeleléen. A szelektor gének az un.
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.realizator” géneken keresztul fejtik ki hatasukat, melyeket aktivalni illetve inaktivalni
képesek. Ezt alatamasztotta a homeotikus gének fehérjetermékében azonositott,
DNS-kétésre képes szakasz, a homeodomain felfedezése (McGinnis és misai.,
1984a). Mas élélényekben (béka, egér, ember) is kimutattak ezt a jellegzetes
fehérjeszakaszt, és nagyfoku homoldgiat tapasztaltak az aminosav sorrendjében a
kGlénbdzb allattérzsek esetében is (McGinnis és misai., 1984b).

Az ecetmuslicaban a homeotikus gének két nagy ,gén-komplexet” alkotnak: az
un. ,,Antennapedia-komplex” (Ant-C) génjei fejtdl a kézéptor elllsé részeéig, mig az
un. ,, bithorax-komplex” (BX-C) génjei a kdzéptor hatsé részétél a potroh végéig
terjeddé szelvények egyedi jellegzetességeinek, identitdsanak kialakitasaért

felel6sek.

7.1.5. A felnétt Drosophila melanogaster testszelvényeinek morfolégiaja

A homeotikus géneket érint6 mutaciok koévetkeztében egyik szelvény egy
masik szelvénnyé modosul. Hogy ezt a hatast felismerhessik, szikséges az egyes
szelvények pontos morfoldgiai ismerete.

Mig a muslica larvalis allapotaban harom feji szelvény figyelhetd meg, addig a
felnétt Drosophila feji szelvényei 6sszeolvadtak. Ez az egybeolvadas tokéletes,
ezért a feln6étt muslica fején nem figyelheté meg szelvényezettség.

A tort harom elkulonithetd szelvény alkotja. Az el6toron talalhatéd elsé par lab
els6 tarzalis izén a himeken féslszerli képzédmények (Un. ,,sex comb ’-ok) lathatok,

melyek csak az el6tori labakon fordulnak elé. A kozéptoron taldlhaté a szarny.
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A kézéptori 1ab tibidlis izébdl két nagy, vastag serte né ki (Un. ,apikalis sz6rék”). Az
utétori szelvényen talalhaté a billér és a harmadik par lab, melyen jellegzetes
struktdra nem figyelheté meg.

A potroh szintén szelvényezett. A hasoldalan talalhaté kitinlemezeket
szternit-nek, a potroh hatlemezeit pedig fergit-nek nevezik. Az egyes potroh-
szelvényeket A betlvel (abdomen), és a megfelel6 szammal jeldlik.

Az A1 tergitién a sz6rok kisebbek, mint a tdbbi potrohszelvényen, nincsenek
megnagyobbodott szegélyszérék, szternit nem lathatd. A masodik tergit eltlsé része
az els6héz hasonléan sargas-barna, mig hatulsdé szegélye fekete €s megnagyob-
bodott szegélyszérok talalhatdk rajta, melyek mérete a tovabbi szelvényeken egyre
nagyobb. A masodik szterniten a szérék hegyukkel hatrafelé mutatnak és a
szternitlemez elsé harmadat egy kis kiemelkedés, az un. ,, Wheeler-féle szerv” (Wo)
foglalja el. A harmadik tergit alig kulénbdzik a masodiktdl, csupan hosszabbak a
szegélyszérei. A harmadik szterniten - csakugy, mint az ezutan kdévetkezékén - nincs
Wheeler-féle szerv, a szérok hegye koérulbeltl 45° -os szdégben oldalra mutat. A
harmadik és negyedik tergit kézétt az a kulénbség, hogy az utdébbi hatsé szegélyén
talalhatd fekete sav eléri a tergit alsé szélét, mig a harmadikon elébb véget ér. Az
A5 a néstényeknél gyakorlatilag megegyezik a negyedikkel. A himek 6tddik tergitje
az eddigiektdl eltéréen teljes szélességében fekete, az 6tdédik szternit Kicsit
szélesebb a megel6zénél. A hatodik tergit nagy részérél hianyoznak a finom
szbérocskék (trichomak) mindkét nemben. A himek hatodik szternitje csupasz és

patkd alaku, hatodik tergitjuk az 6tédikhez hasonldan teljes szélességében fekete.
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A hetedik tergit a néstényeken nagyjabdl haromszdég alaku, telijesen hianyoznak réla
a trichémak és a sz6rék mérete lényegesen kisebb, mint a megel6z6 szelvényeken.
A néstények hetedik szternitjén nincsenek trichémak, a szérék szama kisebb, mint
az el6zb szelvényeken, és a sz6rék hegyukkel befelé fordulnak. A himek hetedik
tergitie alig lathatd, keskeny, szértelen kitinlemezzé redukalodott, hetedik
szternitlemezUk nincs. A néstények nyolcadik tergitje csupan egy vékony kitinlemez,
amelyen 6t-hat, érzékszérre emlékeztetd szér van. A nyolcadik szternit un. vaginalis
lemezzé alakult, amelyen a szternitszérék révid, vaskos, fogszerl képletekké
moédosultak. A himeken sem nyolcadik tergit, sem nyolcadik szternit nem lathaté. A
néstények kilencedik potrohszelvénye hianyzik. Himeken a kilencedik tergit un.
.genitalis ivvé” (GA) alakult, amelyen a sz6rék eltérnek a tébbi tergiten lathatotol:
mig azok egyenesek, hosszaban bordazottak és viszonylag hirtelen elvékonyodva
végz6dnek, addig a genitalis iven lévék simak, hosszan elvékonyoddak és hegylk
hullamos lefutasi. A kilencedik szternit a himeken bonyolult szerkezet( kulsé
ivarszervvé alakult. Az analis lemez - amely talan a tizedik potrohszelvénynek felel
meg - mindkét nem esetében olyan szérékkel boritott, amelyek emlékeztetnek a him
genitalis iven talalhatokra. Az andlis lemez himeken hosszaban, n&stényeken

keresztiranyban kettéosztott (Gyurkovics, 1986). A leirtak a kévetkezé oldalon 1évé

22. dbran lathatoak.
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22. abra. Felndtt Drosophila melanogaster potrohszelvényeinek morfolégiaja. a=hétoldal,
b=hasoldal, T=tergit, S=szternit, GA=genitalis iv, VP=vaginalis lemez, A=andlia, St=érzékszér,
Wo=Wheeler-féle szerv (Roseland nyoman, 1976)
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7.1.6. A bithorax-komplex szerkezete, miikédési modellje és szabalyozasa

A bithorax-komplex (BX-C) Edward Lewis kutatdsainak készdnhetbéen valt
ismertté. O izolalta az els6 mutacidkat ebben a régiéban, 6 allapitotta meg az els6
szabalyszerliségeket e génkomplex mikodésére vontakozdéan. Eredményei hatasara
a BX-C a fejl6désbioldgiai és génmikddés-szabalyzasi vizsgalatok kézéppontjaba
kertlt. Ennek készdénhetéen a BX-C ma mar molekularisan is teljesen ismert (Martin
és misai., 1995).

A BX-C a harmadik kromoszéma jobb karjan, a 89E1-4 citolégiai régidoban
talalhaté. Funkcionalisan harom nagy mikéddési egységre, doménre oszthato:

1. Ultrabithorax (Ubx), mely a kozéptor hatsé fele és az els6 potroh-

szelvény elulsé fele,

2.  abdominal-A (abd-A), mely az elsd potrohszelvény hatulsé fele és a

negyedik potrohszelvény elllsé fele,

3. Abdominal-B (Abd-B), mely a negyedik potrohszelvény hatso fele és a

kilencedik potrohszelvény
altal hatarolt testtajak normalis kialakulasahoz szikséges (Sanchez-Herrero és
misai., 1985). Ezeket a régiokat el6szér mutaciok segitségével sikerult kijeldini,
melyek, mint a fentiekbdl kitlinik, egyszerre tébb szelvény identitasbeli zavarat
okozzak. E harom funkcionalis egységnek megfeleléen a BX-C mintegy 300
kilobazis hosszu terlletén 6sszesen harom fehérjekddolé egységet, gént sikeruilt

kimutatni (Sanchez-Herrero és mitsai.,1985). Ez a harom homeodomént tartalmazé



7. Fuggelék 115

fehérje tiz, egymastél kulénb6zé szelvény kialakitasaért felelés. Ez a ,takarékos”
megoldas azért lehetséges, mert a harom gén kifejez6dési szintje szelvényenként
eltérd (White és Wilcox, 1984, 1985).

Ismertek olyan mutaciok is a BX-C-ben, melyek csak egy-egy szelvény
identitasat valtoztatigk meg. E mutaciok koévetkeztében megvaltozik az egyik
fehérjének a szintje is az adott szelvényben. Ezen szelvényspecifikus mutaciok altal
meghatarozott DNS-szakaszokrol nem képzédik fehérje, feladatuk a velik azonos
kromoszéman 1évé (,cisz”’-helyzetll) és szorosan kapcsol6dd harom gén*
mikddésének pozitiv szabalyozasa (serkentése) (Martinez-Arias és Lawrence,
1985), ezért cisz-regulator régidknak nevezik 6ket.. Szamuk megegyezik a BX-C
altal szabalyozott szelvények szamaval, vagyis tiz cisz-regulator régiot sikerult
mutaciok altal azonositani (abx, bxd, iab-2, iab-3, iab-4, iab-5, iab-6, iab-7, iab-8,9).
A doménspecifikus fehérjék térbeli eloszlasat tehat e szelvényspecifikus szabalyozé
elemek biztositjak.

Erdekes egybeesés, hogy a domén-/szelvényspecifikus funkciok sorrendje a
kromoszéman megegyezik az altaluk meghatarozott testrészeknek/szelvényeknek a

test hossztengelye mentén elfoglalt sorrendjével (kévetkezd oldal, 23. abra).

* A szakirodalomban el6fordul, hogy a bithorax-komplex kiilonleges szerkezete és a szabalyoz6
régiok szokatlanul nagy (olykor tébb tiz kilobazis hosszi) mérete miatt a ,,gén” sz6t csak a kédolo
szakaszra hasznéaljak. A cisz-regulator régiokat a kédol6 résszel egyiitt ,domain”-nek nevezik. A

tovabbiakban én is ezt a nevezéktant alkalmazom.



7. Fuggelék 116

23. abra. A bithorax-komplex szerkezete, szelvényspecifikus szabalyozas, mutaciok a

BX-C-ben. A folytonos vonal a BX-C-nek megfelel6 300 kb hosszi DNS-szakaszt jelképezi. Felette
az egyes szelvényspecifikus szabalyoz6 elemek, alatta a harom fehérjek6dol6 transzkripciés egység
talalhaté. H a homeodoménnek megfeleld homeobox-szekvencidkat, a nyilak téréspontokat, a
vizszintes vonalak delécidkat, a haromszdgek pedig inszercidkat jeléinek (Peifer és mtsai., 1987).

iab-3 iab-5 iab-7
abx / bx L iab-2 iab-4 iab-6 iab-8,9
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Valészinl, hogy ez a sorrend nem a véletlen mive: ahogy haladunk a kézéptortol a
muslica hossztengelye mentén hatrafelé, minden szelvényben egy Ujabb
cisz-regulator elem valik aktivva és a hatrébb |évé szelvényekben aktiv is marad

(Lewis, 1982, kdvetkez6 oldal 24. abra).
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24, abra. A BX-C mikodésének Lewis-szerinti modellje (1982 ). A matrix oszlopai a BX-C egy-egy
cisz-regulator régiéjanak (0-8), a sorok egy-egy szelvénynek illetve paraszegmentnek felelnek meg. A

cisz-regulatorok inaktiv allapotat az iires, az aktiv allapotot pedig kit6ltott karika jelképezi.
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A BX-C ,lépcs6zetes” m(ikédési elvét igazoljak az un. ,funkcio-vesztéses”
(loss of function) tipusiu mutacidok: ha példaul a harmadik potrohszelvény
kialakitasaért felelés iab-3 elemet elrontjuk, akkor erre a mutaciéra homozigéta
muslicaknak a masodik potrohszelvénye utan egy Ujabb, a masodikkal teljesen
megegyez6 szelvénye kovetkezik (a harmadik helyén), majd egy normalis kinézetl
negyedik potrohszelvény.

A BX-C szerkezetébdl és a Lewis-modellbél kévetkezik, hogy minden egyes
szelvényben egymassal szomszédos egy aktiv és egy inaktiv szabalyoz6 elem. A
két eltérd, diszkrét allapot autondm fennmaradasa megkivanja, hogy a szabalyozé
elemek valamilyen moédon el legyenek valasztva - szigetelve - egymastél.
Laboratériumunkban sikertlt két olyan kisméretG (egy illetve négy kilobazisnal
kisebb) deléciét izolalni, melyek egy-egy ilyen ,szigetel6” régiot tavolitanak el két-két
szabalyozé elem kozétti tertletrdl. Az Mcp®'!° delécié az iab-4 és iab-5 régiot (Karch
és misai., 1994), mig a Fab-7 delécié (Gyurkovics és mtsai., 1990) az iab-6 és iab-7
régiot ,forrasztjia egybe”, eltavolitvan a kozottuk lévé szigeteld elemet, az un.
,» boundary” régiot. Az Mcp®'"® mutécié kévetkeztében az el6szér a negyedik potroh-
szelvényben aktiv iab-4 elem aktivalja a normalisan csak az 6tédik szelvénytdl aktiv
iab-5 régiét, mely igy, a normalisnal egy szelvénnyel hamarabb, mar a negyedik
potrohszelvényben lehetévé teszi az Abd-B gén ektopikus kifejez6dését. Ennek
kovetkeztében a muslica negyedik potrohszelvénye o6tédikké moédosul, ami
himekben igen szembet(iné: a normalisan nagyrészt sargas-barna negyedik tergit az

6todikhez hasonléan teljes egészében feketén pigmentalt lesz. A Fab-7 delécid
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kovetkeztében az iab-6 régio ,aktiv allapota” raterjed az A6-ban még inaktiv iab-7
régiora és aktivalja azt a hatodik szelvényben. Ennek eredményeként a hatodik
potrohszelvény hetedikké transzfomalddik, ami néstényekben és himekben egyarant
jol nyomonkdvetheté (lasd kovetkezé fejezet). Az Mcp és Fab-7 mutéaciot
Jfunkcié-nyeréses” (gain of function) mutacionak nevezik, és dominans fenotipust
eredményeznek. Ezzel szemben, a cisz-regulator régidk funkcio-vesztéses mutacioi
altalaban recesszivek. Az ismertetett példakbdl megallapithatd, hogy a két
mutacio-csoport ellentétes iranyud transzformaciét okoz: a funkcié-vesztéses
mutaciok esetében egy szelvény egy téle elérébb, mig a funkcié-nyeréses
mutacioknal egy szelvény egy téle hatrébb elhelyezkedd szelvénnyé mddosul (25.
abra).

25. abra. A funkci6-vesztéses és funkcio-nyeréses mutaciok hatasanak modellezése.
®=aktiv, O-=inaktiv allapotu cisz-regulator
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Ha az Ubx és az Abd-B gén, illetve ez utdbbi szabalyozd elemei
(iab-5--iab-8,9) csak egy képidban vannak jelen, akkor a megfeleld testrészeken a
funkcid-vesztéses mutaciok esetében jellemzé iranyu, részleges transzformaciokat
figyelhetink meg (példaul a billér részlegesen szarnnya, az 6tédik potrohszelvény
részleges negyedikké modosul). Ezt a jelenséget, amikor egyszeres génddzis nem
elegend6 a vad fenotipus kialakitasahoz, ,haploid elégtelenségnek” nevezik.

A szabdlyozé régidk aktivitasi mintazatat a szegmentdcios gének hatarozzak
meg az egyedfejlédés igen korai szakaszaban. Minden cisz-regulator egyedi
kombinaciéban tartalmazza (az enhanszer jellegii szekvenciakon kivil) a gatlé
hatasu gap-, és az aktivalé hatasu pair-rule gének termékeinek célszekvenciait
(Busturia és Bienz, 1993). Ezen gének késébb befejezik mikédésiket, de a cisz-
regulatorok aktivitasi mintazata fennmarad a tovabbiakban is. Ezt gének két,
egymassal ellentétes hatasu csoportja, a Polycomb- és trithorax-group tagjai
biztositjak (Paro, 1990), melyek szintén képesek kétédni a szabdlyozé régiok
egy-egy szakaszahoz. A Polycomb-group (Pc-G) tagjai negativ regulatorok,
feladatuk az inaktiv allapot megdérzése ott, ahol szikséges: amennyiben példaul a
Polycomb gén terméke hianyzik, akkor a cisz-regulatorok allapota kezdetben a
normalis mintazatot tukrézi, késébb azonban ez a mintazat felborul és minden
regulator elem mindegyik szelvényben aktivva valik. Ennek kévetkeztében a homo-
zigéta Polycomb mutans embridk minden testszelvénye az utolsé szelvényhez
hasonlit. Ha nem pusztulnanak el embrionalis korban és megérnék a felnétt

allapotot, akkor az 6sszes szelvényuk genitalis szelvénnyé modosulna (121. oldal,
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26. abra). A trithorax-group (trx-G) génjeinek hatasa pont ellentétes, feladatuk az
aktiv allapot fenntartasa. Hianyukban a kezdetben szintén normalis mintazat eltlinik

és minden regulator szakasz inaktivalodik. Ezt is jellegzetes fenotipusos valtozas
koveti: az Osszes szelvény a BX-C altal szabalyozott elsé szelvény (harmadik
torszelvény) elétt levévé (masodik torszelvény) médosul. (Ehhez hasonld fenotipust
eredményez egyébként a Df{3R)P9 delécio, mely teljesen eltavolitia a bithorax-
komplexet.) Ha nem pusztulna el a homozigéta frx mutans embrionalis allapotban,

akkor a felnétt Iégy minden szelvényén egy-egy par szarny lenne (26. abra).

26. abra. A Pc-G és trx-G gének miikodésének szemléltetése. ®=aktiv, O=inaktiv allapotu
cisz-regulator (egyszer(sitett 4bra).
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Mivel a gatlé hatasu Polycomb- és az aktivalé hatasu trithorax-csoport tagjai
a bithorax-komplex terlletén kivul esnek, a BX-C ,transz-regulatorainak” is szoktak

nevezni 6ket.

7.1.7. Az Abd-B domén miikddése, a Fab-7 és az iab-7% mutacio

Az értekezésemben leirt transzvekcids jelenséget a bithorax-komplex Abd-B
domeénjében mutattuk ki a Fab-7 mutacid segitségével. Ez indokoltta teszi, hogy
kicsit részletesebben ismertessem az 4bd-B domén mikddését két - a hatodik illetve
a hetedik potrohszelvény identitasat megvaltoztato - mutacio révén.

Az Abd-B gén altal koédolt négy kulénbdzd fehérie (Zavortnik és Sakonju,
1989) funkcié alapjan két egységet alkot. Harom, egymastdl kismértékben eltérd
fehérje (class B, C és y) egyutt latja el az un. ,,»” funkcidt, mely a kilencedik potroh-
szelvény kialakitasahoz szikséges. A negyedik fehérje (class A) az 6todiktsl a
nyolcadik potrohszelvényig terjedé testrészek meghatarozasahoz szikséges. Ez az
un. ,,m” funkcié (Casanova és mtsai., 1986). Az utdbbi fehérje a kalénb6zé szelvé-
nyekben nem egyforma mennyiségben fordul el6: az 6tédik potrohszelvényben csak
egészen Kkicsi, a hatodikban, hetedikben és nyolcadikban egyre ndévekvd
mennyiségben mutathaté ki (Celniker és misai., 1989, illetve 123. oldal, 27/b abra).
Ennek a négy szelvénynek a jellegét tehat az Abd-B m géntermék mennyiségi
kulénbségei hatarozzak meg. (A negyedik és az ennél elérébb elhelyezkedé potroh-

szelvényekben egyaltalan nincs Abd-B géntermék, itt az abd-A hatarozza meg a
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szelvények tulajdonsagait). A BX-C két masik génjéhez hasonléan az Abd-B gén
kifejez6dési szintjét is minden egyes szelvényben egy arra a szelvényre nézve
specifikus cisz-regulator elem allita be: az 6tédik potrohszelvényben (A5) az
infraabdominal-5 (iab-5), az AB-ban az iab-6, és igy tovabb a kilencedik potroh-
szelvényig. A cisz-regulatorok szelvényspecifikus mikoédését jol tanulmanyozhatjuk
két eltéré hatasu mutacio segitségével. Ha az iab-7 elemet eltavolitd iab-75 mutacid
(Galloni és mtsai., 1993) hatasat vizsgaljuk homozigéta allapotban, azt tapasztaljuk,
hogy az A7-ben (PS12) az Abd-B fehérje mennyisége visszaesik arra a szintre,
amely az A6-ra (PS11) jellemz6, mikézben sem az utébbi szelvényben, sem az
A8-ban nem valtozik a géntermék mennyisége (27/c abra). A Fab-7 mutacid
(Gyurkovics és mtsai., 1990) kovetkeztében az iab-7 régid6 mar az A6-ban (PS11)
aktivva valik, ezért a homozigéta Fab-7 embridk hatodik abdominalis szelvényében
az Abd-B fehérje szintie mar olyan magas, mint amilyen normalisan az A7-re

jellemzé (27/a abra).

27. abra. Az ABD-B fehérje expressziés mintazata embrionalis kozponti idegrendszerben.
(A) Fab-7 homozigéta, (B) vad (+/+), és (C) iab-7% homozigé6ta. Az abran fel van tiintetve az A6
(PS11) és A7 (PS12) pozicidja. (Galloni és mtsai., 1993)
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Ennek megfeleléen az iab-7% deléciét homozigota allapotban hordozd muslicak
hetedik potrohszelvénye hatodikka alakul at, mig a tébbi szelvény valtozatlan marad.
A mutacidé hatasa igen latvanyos: a homozigéta himeknek latszolag eggyel tébb
szelvénye lesz (28/c abra), ugyanis normadlisan az A7 a himekben nem képez
kutikulat (28/b abra). A Fab-7 mutacié pont ellentétes iranyu transzformaciot okoz: a
hatodik potrohszelvényt alakitia hetedikké, aminek kovetkeztében a Fab-7
homozigéta himeknek eggyel kevesebb lathaté szelvénye lesz, ,eltlnik” a hetedikke

transzformalt hatodik potrohszelvény (28/a abra).

28. abra. Adult kutikula-készitmények (a) Fab-7 homozigéta, (b) vad (++4), (c) iab-7*
homozigé6ta himekbdl. A nyilak az isméti6dé szelvényekre mutatnak (Gyurkovics és misai., 1990,
Galloni és mtsai., 1993). A képek alatti rajzokon a fekete vonal altal hatarolt teriilet a vad, a sadvozott
pedig a tényleges szelvényenkénti Abd-B géntermék szintet jel6li.

Abd-B
Abd-B
Abd-B

| e =
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Mindkét mutacié heterozigéta allapotban is dominans fenotipust okoz: a
Fab-7 azért, mert funkcio-nyeréses, a funkcié-vesztéses iab-7> mutacio pedig az
Abd-B doménre jellemzd haploid elégtelenség miatt. Az iab-7%/+ heterozigbtak
A7-jében az Abd-B géntermék szintje a vad (+/+) AB-nak és A7-nek megfeleld
szintek kdzé esik, melyet jol tikréz az iab-7%/+ heterozigbtak ,kéztes” fenotipusa is:
egy keskeny, feketén pigmentalt csékevényes tergitiemez figyelheté meg a himek
hatodik potrohszelvénye utan (kévetkezé oldal, 29/c abra). Pontosan ilyen
csokevényes a Fab-7/+ heterozigéta himek hatodik szelvénye (kévetkezé oldal, 29/a
abra), ugyanis ebben a szelvényben is csak egy kopia iab-7 mikddik (a hetedik
szelvény normalis - azaz nem lathatoé -, ott mar mindkét iab-7 régié aktiv). Vagyis az
iab-7%/+ heterozigdta himek csékevényes hetedik, illetve a Fab-7/+ heterozigéta
himek csékevényes hatodik szelvénye azért hasonld, mert azonos benntk az Abd-B
géntermék szintje. Tovabba az is megallapithatd, hogy az egymast koévetd
szelvényekben az Abd-B géntermék szintje tébb, mint dupldjaval né (kévetkezd

oldal, 29. abra).
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29. abra. Adult kutikula-készitmények (a) Fab-7/+, (b) vad (+/+) és (c) iab-7*/+ heterozig6ta
himekbdl. A képek alatti rajzokon a fekete vonal altal hatarolt teriilet a vad, a savozott pedig a
tényleges szelvényenkénti Abd-B géntermék szintet jeldli.
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7.1.8. A Drosophila-genetikaban hasznalt alléltipusok

A Miiller-féle nevezéktant (1932) gyakran hasznaljak a Drosophila-
genetikaban, kulénésen a homeotikus gének esetében. Attél fuggben, hogy a
kalénb6z6 mutans allélok fenotipusa hogyan valtozik a kérdéses gént atfedd
delécidval illetve duplikaciéval szemben, a koévetkez6 alléltipusokat lehet

elkuléniteni: amorf, hipomorf, hipermorf, antimorf és neomorf.
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Amorf allél esetében nincs aktiv géntermék. Ennek részhalmazaba tartozik a
null allél, amikor egyaltalan nem képz&édik RNS illetve fehérje. A hipomorf allél a
normalisnal kisebb, a hipermorf pedig a normalis (vad) allélnal nagyobb aktivitassal
rendelkezik. (Ez utobbi esetben vagy a fehérje mennyisége, vagy a fehérje aktivitasa
nétt meg.) Ennek megfeleléen azonos erésségi mutans fenotipust kapunk akkor, ha
az amorf allél homozigéta allapotban van jelen, vagy ha az amorf allél egy
delécidval van szemben. A hipomorf allél delécidval szemben er6sebb mutans
fenotipust eredményez, mint amit homozigéta allapotban lathatunk. A hipermorf
allélek okozta fenotipus duplikaciéval szemben erdsodik, delécidval szemben
gyengul, kézelit a vad fenotipushoz. Az antimorf allél terméke kélcsénhatasba Iép a
vad tipusu géntermékkel, azt elrontja, ,mérgezi’. (llyen jelenség példaul dimer illetve
multimer fehérjetermék esetében fordulhat el6.) Ezzel dsszhangban a fenotipus
duplikaciéval szemben kézelit a normalishoz, delécidval szemben pedig tovabb
er6s6dik. A neomorf allél hatasat a normalis alléltdl eitérd aton, idében vagy helyen
fejti ki, ezért érthetd, hogy fenotipusa sem duplikacioval, sem delécidéval szemben
nem valtozik. A hipermorf, antimorf és neomorf allélek altalaban dominansak, mig a
hipomorf és amorf allélek &ltaldban recesszivek. (Kivétel ez alél a ,haploid
elégtelenség” jelensége, amikor egyszeres géndozis nem elegendd a vad fenotipus
kialakitdsdhoz.) Az amorf és hipomorf allélek ,funkcio-vesztéses”, a hipermorf és
neomorf allélek pedig ,funkcié-nyeréses” tipusi mutacioknak tekintheték. (Bizonyos

értelemben ide sorolhatdk az antimorf allélek is.)
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