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BEVEZETES

Az embrionalis fejl6édés kezdete minden élélény életében kritikus
id6szak, mely soran kialakulnak a felnétt egyed morfoldgiai alapjait képezd
strukturak. Ezt a folyamatot kezdetben az anyatdl kapott RNS, fehérje és egyéb
molekuldk hatarozzak meg, beleértve a kromatin szervez6déséhez
nélkilozhetetlen hiszton fehérjéket. Az allatvilagban jellemz6en az embrionalis
kromatinallomany megfelelé szervezédését egy alternativ linker hiszton H1
fehérje biztositja, melyet embrié- és/vagy petesejt-specifikus linker hisztonnak
nevezink. A linker hisztonok ko6z6tti funkcionalis kilonbségek vizsgalatat
megneheziti, hogy a legtdbb allat szdmos varianssal rendelkezik, melyek

funkcionalisan redundansak lehetnek.

A Drosophila melanogaster idedlis modellszervezet a korai
embriégenezis soran jelen |évé H1 fehérje vizsgdalatara, mivel a kanonikus
szomatikus H1 mellett csupan egy linker hiszton varianssal rendelkezik, a BigH1
fehérjével. A BigH1-et 2013-ban irtak le, mint a korai embridgenezisre jellemzé
linker hiszton, mely a cellularizaciét megel6z6en mRNS és fehérje szinten is
nagy mennyiségben van jelen a fejl6édé embridban, majd a cellularizaciét
kovetden a szintje lecsokken, és atveszi a helyét a szomatikus H1 fehérje. A
BigH1 csupan az embrié primordialis ivarvonal &ssejtjeiben marad fenn,
melyekbdl a késébbiekben az ivarszervek fejlédnek ki. A BigH1 kimutathato a
ndstény allatok petefészkeiben a petesejtben és a vele szomszédos
dajkasejtekben, illetve a himivarvonal Ossejtjeiben és a differencialédott

spermatocitakban.

A BigH1 linker hiszton embrionalis fejlédésben betdltott pontos szerepe
mindeddig ismeretlen volt. Munkam soran azt vizsgaltam, hogy a BigH1 fehérje
mely tulajdonsagokban kilénbdézik a szomatikus H1 fehérjétél, és ezen
tulajdonsagok miként teszik a H1-nél alkalmasabba a korai embrionalis kromatin
szervezésében valo részvételre. Munkam els@sorban a BigH1 és H1 fehérjék

altal  kialakitott ~kromatinszerkezet kulonbségeire iranyult, melynek



vizsgalatédhoz célul tiztik ki a kromatin hozzaférhetéségének, a nukleoszémak
és kromatoszémak stabilitasanak, illetve a génexpressziés program
valtozésainak ésszehasonlitasat BigH1 és H1 linker hisztonok jelenlétében.

FELHASZNALT MODSZEREK

Mintagyuijtés:
- Drosophila embridk gyljtése és el6készitése feldolgozasra

(dekorionizalas és fagyasztas)

Molekularis biologiai médszerek:
- BigH1 mutans allélt hordozé plazmid konstrukciok létrehozasa
klasszikus klénozassal és SLIC reakcio segitségével
- plazmidok izolalasa kittel és hagyomanyos alkalikus lizissel
- baktériumok kémiai transzformacidja
- fehérje és kromatin preparatumok készitése embridkbol
- Tricin-SDS-PAGE és Western blot
- MNa&z esszé embrionalis kromatinon
- RNS izolalas és DNaz kezelés
- hagyomanyos végpont PCR, RT-PCR és Qpcr

- QINESIn esszé nukleoszoma stabilitas teszt

Bioinformatikai modszerek:
- online adatbazisok és eszk6zok hasznalata
- plazmid konstrukciok tervezése (SnapGene)
- primerek tervezése (SnapGene)
- képszerkeszté programok hasznalata (Adobe lllustrator)
- képek analizise (ImageJ)
- statisztikai analizis (GraphPad)
- gPCR adatok elemzése (Microsoft Excel)

- toébbszdrds szekvencia illesztés (UGENE)



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A BigH1 korai embriégenezis soran betoltott szerepének
vizsgalatara alkalmas Drosophila vonalak létrehozasa

A csoportunkban olyan plazmidokat és segitségikkel Drosophila
vonalakat hoztunk létre, amelyekben az endogén BigH1 gén kodolo
szakaszat részlegesen (BigH1-H1 kimérak) vagy teliesen (HHH) a
szomatikus H1 gén kddolo régidja helyettesiti, ami lehetévé teszi a
BigH1 és H1 fehérjék funkciondlis dsszehasonlitasat, valamint a
BigH1 domének szerepének feltarasat.

E kisérleti rendszer bdvitéséhez létrehoztam egy olyan plazmidot
(NULL), amelyet megfelel6 Drosophila petékbe injektalva BigH1
fehérjét nem expresszalé Drosophila vonalat hoztunk Iétre, melynek
segitségével vizsgalhaté a BigH1 linker hiszton hianyanak
fenotipusa.

Készitettem tovabba egy olyan plazmidot is (P0), melynek
felhasznalasaval létrehoztunk olyan Drosophila vonalat, amelyben a
BigH1 fehérje nem képes foszforilaciéra az S287, S288, S299 és
S331 aminosavakon. Ez lehetévé teszi a jovében, hogy a BigH1
foszforilacidjanak szerepét vizsgaljuk a korai embrionalis fejlédés
soran.

A BigH1 mutans Drosophila vonalak létrehozasaval megteremtettiink
egy olyan kisérleti rendszert melyben in vivo vizsgalhat6 az alternativ

linker hiszton szerepe.

Normal laboratériumi koriilmények mellett a kanonikus linker
hiszton képes az alternativ linker hiszton embrionalis
fejlédésben betoltott szerepének helyettesitésére

Laborunkban végzett kisérletek alapjan kimutattuk, hogy a létrehozott

BigH1 muténs térzsek 25 °C-on életképesek.



Western blot modszert alkalmazva kimutattam, hogy a kiméra mutéans
torzsekben a BigH1-H1 kimérak vagy a szomatikus H1 a vad tipusu
BigH1 fehérjéhez hasonldan a korai embriégenezis soran fejez6dnek
ki, valamint a fehérjék mérete az elvartnak megfelelé. Bizonyitottam
tehat, hogy mind a H1, mind a BigH1-H1 kimérak 25°C-on alkalmasak
a BigH1 alternativ hiszton helyettesitésére az embrionalis fejlédés

soran.

A BigH1 N-terminalis doménje szerepet jatszik a fehérje
megfelel6 expresszidjaban

A BigH1 mutans embridkon végzett Western blot kisérletekkel
kimutattam azt is, hogy azokrdl a kiméra allélokrél, melyek esetén a
BigH1 N-termindlis régidja a H1 azonos doménjével helyettesitett
(H1-NTD), a képz6dé kiméra fehérje mennyisége alacsonyabb.
Megallapitottam, hogy azokban a mutans embridkban, melyekben a
BigH1-et teljes mértékben H1 helyettesiti (HHH), az alacsonyabb
fehérje szint hatterében a vad tipushoz mérten alacsonyabb RNS-

szintl kifejezédés all.

A linker hiszton tipusa befolyassal van a transzkripcios
programra

Megvizsgaltam, hogy a BigH1-nek, mint ivarvonal- és
embridspecifikus linker hisztonnak van-e szerepe a transzpozonokkal
szembeni védelemben. Kimutattam, hogy a vad tipusu BigH1 H1-re
térténdé cseréje kovetkeztében tizennégy vizsgalt transzpozabilis
elem kozil nyolcnak szignifikdnsan megvaltozik az RNS szinti
kifejez6dése. Megallapitottam, hogy a HHH mutansban a valtozas a
transzpozonok  szdvetspecificitasatél  (szomatikus, ivarvonal-
specifikus vagy intermedier) fliggetlen moédon ndvekvé vagy
csokkend a vad tipusu embriokhoz képest. Ebbdl arra kdvetkeztetek,
a BigH1 és H1 jelenlétében eltéréseket mutat a génexpresszids

program.



A nukleoszéma szintii kromatin szerkezet hasonlé BigH1 és H1
jelenlétében

Csoportunkban medfigyeltik, hogy azokban az embridkban,
melyekben a BigH1-et szomatikus H1 helyettesiti, jelentésen megné
a magok mérete a korai embrionalis stadiumban. Feltételeztik, hogy
ennek hatterében a kromatinszerkezet megvaltozasa allhat.

Ennek vizsgalatara MNaz esszét alkalmaztam, melynek eredménye
alapjan  megallapitottam, hogy a BigH1-et tartalmazé
nukleoszémakban a nukleoszémalis DNS atlagosan 5 bazisparral
hosszabb. Ebbél arra kdvetkeztetek, hogy a BigH1 nagyobb
méretébdl adédoéan nagyobb fellleten védi a nukleoszémalis DNS-t
az MNaz emésztéssel szemben.

Azonban a linker DNS H1 és BigH1 jelenlétében is hasonlé méretd,
igy a nukleoszomak slirisége is hasonlé.

A mono- és multinukleoszémalis DNS aranya megegyezik BigH1 és
H1 jelenlétében, tehat a kromatin altalanos nyitottsaga a linker hiszton
tipusatdl fliiggetlen, és nem az ebben bekdvetkezé valtozas all a H1

jelenlétében tapasztalt nagyobb magméret hatterében.

BigH1 jelenlétében stabilabbak a nukleoszomak

A nukleoszomak stabilitdsanak vizsgalatahoz Drosophila embriéra
optimalizadltam a QINESIn esszét és egy Western blot alapu
modszert, melynek alapja a hisztonok sokezeléssel torténd ellcidja a
kromatinrol. Ezek segitségével meghataroztam, hogy a H2Av, H3 és
H4 core hisztonok mennyire stabilan kapcsol6dnak a kromatinhoz.
Megallapitottam, hogy a vizsgalt hisztonok nehezebben tavolithatok
el a vad tipusu kromatinrdél, melyben BigH1 a linker hiszton, minta H1
jelenlétében kialakulé kromatin esetén.

Ez alapjan elmondhaté, hogy a BigH1 jelenlétében nagyobb

stabilitast mutatnak a nukleoszémak, mint a H1-et tartalmazok.



7. A BigH1 a szomatikus H1-nél mobilisebb linker hiszton
Megvizsgaltam, hogy a BigH1 és szomatikus H1 fehérjék mennyire
stabilan kapcsolédnak a kromatinhoz, és megallapitottam, hogy
annak ellenére, hogy a BigH1 jelenlétében stabilabbak a
nukleoszémak, maga a BigH1 kdénnyebben eltavolithatd a
kromatinrél, mint a szomatikus H1.

Ezek alapjan a BigH1 kapcsolata a nukleoszémakkal gyengébb, igy
egy mobilisebb linker hiszton, mint a szomatikus H1.

Tovabbi kisérletek alatamasztottak, hogy a BigH1 gyengébb
nukleoszéma kotd képességében szerepet jatszik egy DNS kotd
hurok megrovidulése, és azt is bizonyitottak, hogy a BigH1 nagyfoku
mobilitisa a DNS replikacié soran biztositia a dinamikus

nukleoszéma kicserélédést.

8. A BigH1 fehérje a szomatikus H1-nél kevésbé konzervalt linker
hiszton
Tizenkét Drosophila fajbol szarmazo szekvencia adatokat vizsgalva
megallapitottam, hogy a BigH1 fehérie ortologjai ezekben
megtalalhatok. Nyolc rokon faj fehérje szekvenciait vizsgalva
megallapitottam, hogy a BigH1 fehérje legkonzervaltabb doménje a
centralis globularis domén, azonban nagymérték( hasonlésagot csak
a kozeli rokon fajok kézott fedeztem fel. Ezzel szemben a szomatikus
H1 fehérje Drosophila fajok kézétt rendkivil konzervalt. A BigH1 és
H1 szekvenciadk 6sszehasonlitasaval kimutattam, hogy a két fehérje

kozotti hasonlésag kevesebb, mint 30 %.

OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bemutatott kisérleti eredmények a munkacsoportunkban végzett
kutatas szerves részét képezik. Eredményeink bizonyitottak, hogy a BigH1 egy

mobilis linker hiszton, melynek kapcsolata a nukleoszomakkal gyengébb a



szomatikus H1-hez képest. Igy biztosita a dinamikus nukleoszéma
kicserél6dést és DNS replikaciot, ezaltal a gyors magosztédasi ciklusokat a
Drosophila korai embriégenezis soran, amikor a zigétikus genomrél még nem

torténik atiras.
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