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1. Bevezetés

1.1 A kromatin szervezodése

Nagymértékili, rendezett tOmoritésre van sziikség ahhoz, hogy az eukariota sejtek
méteres nagysagrendii DNS 4allomanya beférjen a mikrométeres méretli sejtmagba.
Ugyanakkor a genomot templatul hasznal6 vagy az azt modosito, a sejt miikodéséhez alapvetd
fontossagu folyamatok (transzkripcio, replikécid, rekombinacid és hibajavitas) hibatlan
megvalosulasahoz ennek a tomoérddésnek rendkiviil szabéalyozottnak és dinamikusnak kell
lennie. A genom nagymértékii, ugyanakkor dinamikus &sszetomoritését a kiilonbozo fehérje
faktorok kozremiikodésével 1étrejové kromatinszerkezet biztositja. A tomdrités elso
Iépéseként szdmos, erdsen bazikus tulajdonsdg hiszton fehérje kapcsolodik a DNS-hez,
létrehozva ezzel a kromatinszerkezet ismétlodd alapegységét, a nukleoszomat [1]. A
nukleoszémak négy, un. ,,core” hiszton fehérje (H2A, H2B, H3 és H4 hiszton) altal kialakitott
hiszton oktamerbdl, valamint az arra ratekered6 147 bazisparnyi DNS-boOl épiilnek fel.
Minden nukleoszomat egy 10-60 bazispar hosszisagu, 0sszekotd (linker) DNS szakasz
valaszt el egymastol. A tomoritésnek ez az elsé 1épése egy 11 nm atmérdjii kromatinszal
kialakulasat eredményezi, amelyet gyongyfiizér struktirdnak neveziink [2]. A DNS-nek ez a
csomagolasa bizonyos faktorok szamara, példaul a replikacié soran a DNS polimeraz szamara
még hozzaférhetdséget biztosit, ugyanakkor mar bizonyos védelmet is nyajt a DNS
karosodasokkal szemben. A tomoérddés kovetkezd 1épésében a szomszédos nukleoszomak
kozott kialakuld kapcsolatok révén a gyongyfiizér struktara spirdlszeriien feltekeredik, és egy
tomorebb, 30 nm atmérdji kromatinszalbol felépiil6 szerkezet alakul ki. Az interfazis soran a
genom nagy része ennél a 30 nm-es szdlndl kompaktabb, 110-170 nm atmérdji
kromatinszalakba tomoriil. A sejtosztddas sordn tovabbi tomoritési 1épések mennek végbe,
mig végiil kialakulnak a metafazisra jellemz6é kromoszomak, amelyek mintegy 10000-szeres
kompaktalodasnak felelnek meg [3] (1. abra).

Altalanossagban elmondhatd, hogy ez a tomér kromatin struktira gatolja a DNS
széalon lezajlé folyamatok (DNS replikacio, DNS hibajavitas €s transzkripcio) jelentOs részét,
mivel ebben a formaban a DNS szal nem hozzaférhetd az ezeket a folyamatokat végzd fehérje
faktorok szdmara. Ezért a sejt normalis mitkddéséhez a tomor kromatinszerkezet 1étrejottének

¢s felbomlasanak rendkiviil dinamikus folyamatnak kell lennie. Példaul az interfazis soran



rendkiviil er6sen expresszalodd gének teriiletén az atirast végzé RNS polimeraz kdtédésének
idejére akar a 10 nm atmérdji, nyitott kromatin struktura is kialakulhat, ugyanis a polimeraz
DNS-hez  kapcsolodasa  megakaddlyozza a  kompaktabb  szerkezet  azonnali
visszarendezddését. Ezzel szemben a sejtosztddas profazisaban a genom egy része a nagyfoka
tomorités eredményeképpen mar 200-250 nm atmérdjii kromatin szalak formajaban jelenik
meg [3]. Ez a dinamikusan atrendez6dd kromatinszerkezet egyben egy fontos szabalyozo
szerepet is betdlt a DNS replikacio, a DNS hibajavitas valamint a transzkripci6 folyamatanak
szabalyozasaban.

DNS-kettds hélix
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1. abra: A kromatin szervezédése
A sematikus dbran a kromatin szervezddésének kiilonbozo szintjei lathatdéak. Az abra a [4]
forras alapjan késziilt.

1.2 A nukleoszomak és a hiszton fehérjék szerkezete

A nukleoszomakban két H2A-H2B dimerbdl, valamint két-két H3-H4 fehérjébol
Osszeallo (H3-H4), tetramerbdl felépiild hiszton oktamer koré a 147 bp hosszusagua DNS 1 és
% balmenetes szuperhelikalis fordulattal tekeredik fel [5]. Az oktamert felépitd ,,core”
hisztonok evolucidésan rendkiviil konzervalt szerkezetli fehérjék, tobb a-helikalis régioval
rendelkeznek, amelyek két fontos szerkezeti elem, az Un. ,histone fold” domén, valamint a
,histone handshake” szerkezet kialakitdsdban vesznek részt. Mind a négy ,,core” hiszton

esetében a ,histone fold” domén harom — egy hosszabb és két rovidebb — a-hélixbdl épiil fel,



amelyeket nem-helikalis szerkezetli, Un. ,,loop” régidk valasztanak el egymastdl (2. abra). A
H3-H4, illetve a H2A-H2B dimerek kialakitasahoz a hasonld szerkezetli ,histone fold”
doménjeiken keresztiil kapcsolodnak egyméashoz a H3 és H4, illetve a H2A ¢és H2B fehérjék,
¢s létrehozzak a hiszton fehérjéket dsszekapcsold, Un. ,histone handshake” szerkezetet (3.
abra). A ,histone fold” domének felelosek a DNS kotéséért is, amely soran a DNS kis arka
hidrogén-hid vagy ionos kolcsonhatasok révén kapcsolodik a hiszton oktamerhez. Ennek
soran a hisztonok o-helikalis és a koztes ,Jloop” régioi alakitanak ki kapcsolatot a DNS
foszfodiészter gerincével, igy a hiszton oktamer minden DNS szekvencidhoz hasonlo

erésséggel képes kotddni [6].

Histone fold
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2. abra: A ,,core” hiszton fehérjék doménszerkezetének sematikus rajza
A sotétsziirke téglalapok a hiszton fehérjék kozotti kapcesolatot kialakito ,,histone fold” régiot
alkoto a-hélixeket (al, a2, a3) jelolik. Az L1 és L2 roviditések a hélixeket elvalasztd, nem-
helikalis szerkezetii ,,loop” régiokat jelolik. A H3 és H2B fehérjénél lathatd vilagossziirke
téglalapok azoknak az o-helikalis szerkezeteknek az elhelyezkedését mutatja, amelyek nem
vesznek részt a ,histone fold” domén kialakitasaban [7].
Mind a nyolc ,,core” hiszton fehérje esetében kiemelkedik a nukleoszomak felszinérdl
egy 20-35 aminosav hosszisagl, bazikus aminosavakban gazdag N-terminalis domén (U.n.
hiszton farok). A ,histon fold” doménekhez hasonldéan ezek a régiok is evolucidésan erdsen
konzervaltak, viszont aminosav-0sszetételiik alapjan nem rendelkeznek tipikus masodlagos
szerkezeti motivumokkal, altalaban un. ,,random coil” szerkezetet vesznek fel. A H3 és H2B
hisztonok N-termindlis doménje a hiszton oktamerre kétszeresen feltekeredd DNS szél
csavarulatai kozott, mig a H4 és H2A fehérjék N-terminalis végei a nukleoszomalis DNS kis
arkai mentén, a ,,core” partikulum tetején és aljan emelkednek ki a nukleoszéma sikjabol (4.
abra). Ezeken feliil a H2A hiszton egy rovidebb (15 aminosavbol allo), felxibilis C-termindlis

doménnel is rendelkezik, amely a nukleoszomalis DNS be- és kilépési pontjanal hagyja el a

nukleoszoéma felszinét [6]. Ezek a nukleoszomék sikjabol kiemelkedd hiszton terminalis



domének fontos szerepet toltenek be a szomszédos nukleoszomak kozott 1étrejovo
kapcsolatok kialakitasaban, és ezéltal nagyban hozzajarulnak a tomorebb vagy lazabb

kromatinszerkezet kialakitasahoz [8].

3. abra: A H3 és a H4 hiszton fehérje oOsszekapcsolodasa soran létrejovo ,histone
handshake” szerkezet

A sziirke hengerek a H3 és a H4 hiszton fehérjék ,,histone fold” doménjeit felépitd a-hélixeket
jelolik [7].

4. abra: A nukleoszOomakat alkoté hiszton fehérjék N-terminalis doménjeinek
elhelyezkedése a nukleoszomakban [7]

A hiszton fehérjéken rendkiviil sokféle poszttranszlaciés modositas jelenhet meg (1.
szamos, a globularis domén teriiletén megjelend modositast is azonositottak [2]. A H3, a H2A
¢s a H2B hisztonok rovidebb, C-terminalis doménjén eddig csak néhdny poszttranszlacios
modositast azonositottak, mint példaul a H2A 119-es, illetve a H2B 120-as lizinjén megjelend

ubiquitin modositast [9].



Modositas Aminosav Hiszton Példa
acetilacio (ac) lizin (K) H2A, H2B, H3, H4 |H3K14ac
metilacié (me) lizin (K) H3, H4 H3K9me3
arginin ('R) H3, H4 H3R17me
foszforilacié (ph) szerin (S) H2B, H3, H4 H3S10ph
treonin (T) H3 H3T3ph
ubiquitinacié (ub) lizin (K) H2A, H2B H2BK120ub
sumoilacioé (su) lizin (K) H2A, H2B, H4 H2BK6su
ADP-ribozilacio (ar) |glutaminsav ('E) [H2A, H2B, H3, H4 |H2BE2ar1
deiminacio (cit) arginin ('R) H3, H4 H3R2cit
izomerizacio (iso) prolin (P) H3 H3P38iso

1. tablazat: A hiszton fehérjéken megjelené leggyakoribb poszttranszlacios modositasok
A tablazat 0sszeallitasa a [10] és a [11] forrasok alapjan tortént.

1.3 A hiszton fehérjék poszttranszlacios modositasainak a kromatin szervezodésére

Kifejtett hatasai

crer

egyike azoknak a folyamatoknak, amelyek hozzajarulnak a kromatinszerkezet dinamikus
atalakitasahoz. A szakirodalom jelenleg tobbféle modellel magyardzza azt, hogy ezek a
poszttranszlacios modositasok hogyan vesznek részt a génmiikddés szabalyozasaban, viszont
a pontos mechanizmus még nem ismert. Szamos kisérletes bizonyiték tamasztja ald mind egy
Cisz, mind egy transz hatasti mechanizmus miikodését.

A cisz mechanizmus modellje szerint a 1étrej6vé modositasok a hiszton-DNS vagy
hiszton-hiszton kdolcsonhatds modositasdn keresztiil megvaltoztatjdk a nukleoszomak
szerkezetét, valamint a nukleoszomak kozott kialakult kapcsolatokat, amely hatdsok végiil a
kromatinszerkezet atrendezOdéséhez vezetnek [11] (6. abra). A hisztonok acetilacidja ¢€s
foszforilacidja csokkenti a hisztonok pozitiv toltését, ezaltal meggyengiti a hiszton fehérjék és
a negativ toltési DNS kozotti kolcsonhatdst, ami az internukleoszomalis kapcsolatok
gyengiiléséhez vezet. A hisztonok N-termindlis doménjének acetilacidja maguknak a
nukleoszémaknak a stabilitdsdit nem befolydsolja, viszont az adott nukleoszomat felépitd
hiszton oktamer és a szomszédos ,,linker” DNS kozotti kapcsolatot gyengiti, €s ezaltal gatolja
a tomorebb kromatinszerkezet kialakulasat [12]. Ennek kovetkeztében a hisztonok
hiperacetildlt allapotat egy nyitottabb, aktivabb kromatinszerkezettel, mig hipoacetilalt
allapotat egy tomorebb, repressziv struktiraval hozzak Osszefiiggésbe. In vitro kisérletek azt
mutattdk, hogy a H4 hiszton fehérje N-termindlis doménjének acetilacios allapota (16-25.

aminosavakon) meghataroz6 szerepet tolt be a kompaktabb kromatinszerkezet kialakitdsdban,
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ugyanis ezek a bazikus aminosavak kolcsonhatnak a szomszédos nukleoszoma H2A-H2B
dimerjének savas aminosavaival [6]. A H4 hiszton 16-o0s lizinjének acetilacioja csokkenti a
kromatin szadlak kozotti kolesonhatasok létrejottét, ezaltal géatolja egy tomorebb kromatin
struktara kialakulasat [13]. Az ilyen ciSz mechanizmus hiszton modositasok altalaban

kumulativ médon fejtik ki hatadsukat a kromatin szervezédésére [14].

a @ ac -ac-

£ N \!\;@\1\ :@- R J@w

5. abra: A hiszton acetilaci6 a kromatin szervezédésére Kkifejtett cisz illetve transz
mechanizmusa (HAT=hiszton acetiltranszferaz, ac= acetilacio, N=nukleoszoma)

Egy masik elképzelés szerint a hisztonok poszttranszlaciés moédositasai egy transz
mechanizmus &ltal hatnak a kromatinszerkezetre. Eszerint a modell szerint a hisztonokon
megjelend modositasok kiilonb6zd nem-hiszton fehérjék — példdul kromatinszerkezetet
atrendezé komplexek vagy transzkripcios faktorok — kotéhelyéiil szolgalnak (5. abra). A
poszttranszlaciés modositasok egy Osszetett kodot hoznak Iétre, amelyek specialis mintazatat
az arra specifikus hiszton-k6td doméneket tartalmazé fehérjék felismerik. Ilyen, modositott
hiszton fehérjét kotd fehérjedomén példaul a metilalt lizint felismeré kromodomén, vagy az
acetilalt lizint felismeré bromodomén [15]. Ezek a fehérjék altalaban csak egy meghatarozott
pozicioban megjelend moddositast ismernek fel, mint ahogyan a HP1 fehérje kromodoménje
specifikusan a 9-es lizinjén trimetildlt H3 hisztonokat ismeri fel és koti. A nem-hiszton
fehérjék altal felismert modositdsi mintdzatok lehetnek ugyanazon a hiszton fehérjén, ekkor
Ccisz mintazatr6l beszéliink, mig ha kiilonbozé hiszton fehérjéken jelennek meg, akkor transz
mintazatrol beszéliink. A Cisz mintazat egyik jol jellemzett példaja a H3 hiszton fehérje 10-es
szerinjének foszforilacidja (H3S10ph) és a 14-es lizinjének acetilacioja (H3K14ac) kozotti
kapcsolat, amikor is a H3S10 foszforilacié fokozza a 14-es lizint acetilacigjat végzo enzim
nukleoszoémahoz kotédését [16]. Ugyancsak Cisz tipustt modositasi mintazat jon 1étre a CBP
acetiltranszferaz és a CARMI1 metiltranszferaz egyiittmiikodése révén. Ennek sordan 6sztrogén
stimulacio hatdsara a CBP a kromatinhoz kotddik és a H3 hiszton 18-as, majd a 23-as lizinjét

acetilalja, amely eldsegiti a CARMI metiltranszferdz kromatinhoz kotodését és a 17-es
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arginin metilacigjat [17]. A kilonb6z6 hiszton fehérjéken megjelend, Un. transz mintazat
egyik példaja, hogy a H3 hiszton 4-es lizinjén torténd metilacid eléfeltétele a H2B hiszton
123-as lizinjének eldzetes ubiquitinacidja [18].

Ez utobbi modellen alapszik a hiszton kod hipotézis, mely szerint a hisztonok
kiilonb6z6 aminosavain megjelend modositdsok kombinacioja egy kodként szolgal ahhoz,
hogy az adott bioldgiai folyamat megvalosuldsahoz sziikséges kromatinszerkezet kialakuljon.
Ezt a kodot egymassal antagonista hatdsi enzimek ,,irjak™ illetve ,.torlik”, specifikus
felismeré fehérjék ,.forditjdk le”, amely soran indukaljadk a kodnak megfeleld
kromatinszerkezet kialakitasat [19]. A felismerést ¢s , forditast” végzd fehérjék lehetnek
tovabbi hiszton moddositd enzimek, vagy a nukleoszoémdkat ATP-bol szarmazd energia
felhasznalasaval elmozdito fehérjék, un. ,,ATP-fiiggd kromatin remodeling complexek”,
illetve a kiilonb6zd funkcidval rendelkezd hiszton varidnsok kromatinba épiilését eldsegitd
faktorok is [20]. A legegyszeriibb kodot az jelentené, ha egy adott modositas kozvetleniil egy
adott folyamattal lenne Osszekapcsolhatd, mint példaul ha egy adott hiszton moddositas
megjelenésének a kdvetkezménye minden esetben a génaktivacio lenne [21]. Valojaban a kod
nem ennyire egyszerli, ugyanis el6fordul, hogy ugyanaz a moddositas tobb, kiillonbozd
jelentéssel is bir, mint példaul a H3 hiszton 10-es szerinjének foszforilacidja egyrészt kodként
szolgal a transzkripci6é aktivacidjahoz sziikséges nyitott kromatinszerkezet kialakitasahoz,
masrészt a sejtosztodas soran kialakulo, rendkiviil tomor kromatin kialakitdsaban is részt vesz

[22].

1.4 A hiszton acetilacio és a transzKkripcio kapcsolata

A hiszton fehérjék acetilaltsagi allapota a kromatinszerkezet szabalyozdsanak egy igen
fontos eleme, és szamos folyamat soran, mint példaul a DNS replikacid, a rekombinacid, a
DNS hibajavitds €s a transzkripcid, is fontos funkciot lat el. Az acetilaltsagi allapotot
egymassal antagonista hatdsu hiszton acetiltranszferaz (HAT) és hiszton deacetilaz (HDAC)
komplexek alakitjak ki és tartjak fenn a sejtben.

Az egyik hiszton acetilacié altal szabalyozott folyamat a nukleoszomak
Osszeszerelése, a kromatinszerkezet felépiilése. A sejtciklus szintézis fazisaban a kromatinba
torténd beépitéshez az ujonnan képzOddd hiszton fehérjék egy acetilacidos mintazatot kapnak,

amely a beépitést segitd hiszton chaperon fehérjék szamara jelként szolgdl az Ujonnan
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szintetizalt hiszton fehérjék azonositasara. A beépitést kovetoen HDAC komplexek rovid idon
beliil (kb. 20 perc) eltavolitjdk ezt a modositasi mintdzatot [23].

A hisztonok acetilacidés dallapota a kromatin dekondenzaloddsa soran is fontos
szabalyoz6 funkcioval bir, a hiperacetildlt allapotot egy nyitottabb, fellazult
kromatinszerkezettel, mig a hipoacetilalt nukleoszomakat egy tomorebb, zartabb szerkezettel
hozzak 0sszefiiggésbe. A pontos mechanizmus, amellyel az acetilaci6 hozzajarul a kromatin
tomorségének modositdsdhoz részleteiben még nem ismert. Szamos kisérletes bizonyiték
igazolja a fent emlitett kozvetlen, illetve a felismerd fehérjék 4altal megvaldsuld
mechanizmusok miikodését is. Az acetilacidonak a hisztonok pozitiv toltését neutralizald
hatasat és ennek funkcionalis jelentdségét tamasztjak ald a H3 hiszton 56-os lizinjének
acetilaciojaval kapcsolatos megfigyelések. A H3 hiszton 56-os lizin aminosava a globularis
domén teriiletén, a nukleoszoéma azon részén taldlhatd, ahol a DNS be-, illetve kilép a
nukleoszoémabol. Ezen aminosav acetilalodasakor bekovetkezd toltésvaltozas miatt gyengiil a
DNS ¢és a hiszton oktamer kozotti kapcesolat, amely destabilizalja a nukleoszomat [24]. Az
acetilacié ugy is hozzajarul a kromatinszerkezet felnyitasahoz, hogy a hisztonokon megjelend
acetilacios mintazat kotohelylil szolgédl kiillonb6zd, a génaktiviacioban részt vevo,
bromodoménnel rendelkez6 fehérjék szamara. Az SWI/SNF (switch/sucrose nonfermentable)
kromatin remodeling complex is rendelkezik bromodoménnel, amellyel csak a SAGA (Spt-
Ada-GcenS-Acetyltransferase) és NuA4 (nucleosome acetyltransferase of H4) HAT-ok altal
acetilalt nukleoszémakhoz képes stabilan kotddni, majd a transzkripcio aktivaciojahoz ATP
energidjanak felhasznalasaval eltdvolitja azokat [25]. Ezzel ellentétesen az acetilacios
mintdzat eltdvolitdsa egyrészt gatolja az acetillizint kotd transzkripcids faktorok és
koaktivatorok kotodését, valamint eldsegiti SANT (Swi3-Ada2-NCoR-TFIIIB) domént
tartalmazo, represszor fehérjék kotddését. A SANT domén szdmos korepresszor fehérjében
eléforduldé motivum, amelynek azt a funkciot tulajdonitjdk, hogy felismeri és kotddik a
poszttranszlacidsan nem modositott hiszton fehérjékhez [26]. Nemcsak represszorokra, hanem
a transzkripcids gatlast kozvetitd fehérjékre is jellemzé a SANT domén, példaul a gatlast
megvalositd kromatin remodeling komplex, az ISWI (imitation switch) is tartalmaz nem-
acetilalt hisztonokat k6t0 SANT domént [27].

Az acetilacionak génmiikodés szabalyozasadban betoltott szerepére az elsé kozvetlen
bizonyitékot a nukleoszémalis hisztonok acetilacidjat és deacetilacidjat végzoé enzimek
azonositasa adta. Az els6nek azonositott HAT enzim, a p55 élesztd homoldgjarol (yGenS -
general control nonderepressible 5) mar korabban kimutattak, hogy kolcsonhat transzkripcios

aktivatorokkal [28], mig az els6 hiszton deacetildz enzimet, az Rpd3 fehérjét korabban
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transzkripcids represszorként azonositottak élesztében (yRpd3 - reduced potassium deficiency
3) [29]. Azota tobb, jol ismert transzkripcids koaktivator és korepresszor fehérjérdl
kimutattdk, hogy vagy kolcsonhat, vagy rendelkezik HAT illetve HDAC enzimatikus
aktivitassal, amelyek alapvet6 jelentdséggel birnak a génexpresszid szabalyozasaban [30].

Az acetilacid-deacetilacio folyamata kétféle méddon jarul hozzd a transzkripcid
szabalyozasahoz: egyrészt kimutathatd egy iranyitott, kiilonb6z6 szabalyozd szekvenciakon
megjelend acetilaciod, valamint egy altaldnos, az egész genomra kiterjedd acetilaciés mintazat
is. A HAT ¢és HDAC komplexek egyrészt iranyitottan, a transzkripciot szabalyoz6 fehérjékkel
— aktivatorokkal vagy represszorokkal — egyiitt kozvetleniil kdtddnek a gének szabalyozé
szekvenciaihoz ¢és specifikusan ezeken a helyeken modositjdk a hisztonokat ¢és ezaltal
hozzdjarulnak a kromatinszerkezet megvaltoztatdsdhoz [13]. A hiszton acetilacio ilyen
jellegti transzkripcids szabalyozo szerepérdl a kovetkezd elképzelés sziiletett: a transzkripciods
aktivator fehérjék DNS-hez kotddése kivaltja a HAT-ok kromatinhoz kotddését, amelyek a
nukleoszémalis hisztonok acetilacidjan keresztiil egy, a transzkripcidhoz sziikséges nyitottabb
kromatinszerkezetet hoznak létre. Ez a specifikus acetildcidos mintdzat tovabbi HAT-ok,
transzkripcids faktorok vagy kromatin remodeling komplexek kotddésén keresztiil egy
nyitottabb kromatinszerkezet kialakuldsahoz vezet, amely lehetdvé teszi a transzkripcio
iniciacidjat. Ezzel ellentétesen a transzkripcids represszor fehérjék szabalyozé DNS
szekvencidkhoz kotédése HDAC fehérjék kapcsolodasat valtja ki, amelyek a nukleoszémalis
hisztonok acetilaltsdgat csokkentve egy tomorebb, transzkripcidsan inaktiv kromatinszerkezet

kialakitasat indukaljak [21] (6. 4bra).

. HAT/\M . >
s N LN NN (N,

6. abra: A DNS-koto transzkripcios faktorok hiszton acetiltranszferazok (HAT) és
hiszton deacetilizok (HDAC) segitségével alakitjak ki a miikodésiiknek megfelelé
kromatinszerkezetet. (ac= acetilacio, N=nukleoszoma)
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Emellett mind a HAT, mind a HDAC komplexek részt vesznek a szekvencia
specifitastol mentes, az egész genomra kiterjedo, altalanos acetilacidés mintazat kialakitasaban
is [13]. Az élesztd yGenS HAT-ro6l kimutattak, hogy a koaktivator funkcioja mellett részt vesz
egy ilyen jellegli altaldnos acetilacidés mintazat kialakitasaban is, amely soran mind kédolo,
mind intergenikus régiokban nagy, Osszefiiggd kromatin domének acetilaciojat végzi [31]. A
transzkripcids aktivatorok altal irdnyitott acetilaciohoz hasonloan ez az altalanos acetilacio is
fokozza a génexpressziot, példaul a yGenS altal 1étrehozott altalanos acetilacio a PHOS és
mas promoterek transzkripciods alapaktivitasat is novelte [32]. Az elmult évtized sordn a
hiszton acetilacio szerepét intenziven vizsgald tanulmanyok azt az elképzelést alakitottak ki,
hogy az acetilacido génaktivacidt, mig a deacetilacid repressziot eredményez, viszont a
legjabb eredmények azt mutatjak, hogy ez a folyamat korantsem ennyire egyszerii. A Pho4
aktivator fehérje a még represszalt allapott PHOS prométerhez kotddésének a NuA4 HAT
komplex altal 1étrehozott acetilacié az eldfeltétele [33]. Ebben az esetben gy tlinik, hogy a
NuA4 komplex altali acetilacié megteremti a gén indukalhatosagat, mig egy masik HAT, a
SAGA komplex miikddése révén aktivalédik a PHOS gén [34]. Ehhez hasonldéan szamos maés
indukélhat6 promoter esetében azt tapasztaltdk, hogy még a represszalt allapotukban, a
késdbbi aktivalhatosaguk céljabol acetilaltak [31]. Ezekhez az eredményekhez hasonléan

szamos HDAC-r¢l is kidertilt, hogy a transzkripcid iniciacioja sordn is fontos funkcidt latnak

crer

crer

gének aktivacidja soran az Rpd3 HAT kotodik ezekhez a génekhez, amelyek teriiletén a H4
acetilaci6 szintje le is csokken [36]. Hogy hogyan valosul az meg, hogy ugyanannak a HAT-
nak illetve HDAC-nak a miikddése egyszer génaktivaciot, maskor pedig repressziot

eredményez, még nem tisztazott.

1.4.1 A hiszton acetiltranszferazok

A HAT fehérjék acetilcsoport athelyezését katalizaljak acetil-koenzim A-rol a hiszton
fehérjék lizin aminosavainak g-amino csoportjaira. Az alapjan, hogy a kromatinszerkezetbe
beépiilt hisztonokat mddositanak-e, két nagy csoportjat kiilonitjiik el a HAT-oknak. Az A-
tipusu HAT-ok sejtmagi elhelyezkedést mutatnak és a nukleoszomalis hisztonokat acetilaljak,

igy a transzkripcio folyamataval Osszefiiggd hiszton acetilacid 1étrehozasaért felelosek. Ezzel
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szemben a B-tipusi HAT-ok a citoplazmaban az Ujonnan szintetizalodott hiszton fehérjéket
modositjak, és ezaltal az 1) hisztonok nukleoszémakba épiilését segitik eld [37].

A hiszton acetiltranszferaz fehérjék masik tipusu csoportositdsa a katalitikus doménjiikben
megjelend hasonldsagok alapjan torténik [38]. Ezek alapjan a HAT-ok 6t nagy
fehérjecsaladba oszthatok, ezek a GNAT (Gcen5-related N-acetyltransferase) csalad, a MYST
(MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60) csalad, a p300/CBP (protein of 300 kDa and CREB-binding
protein), a TAF1 (TATA box-binding protein-associated factor 1) és az SRC (steroid receptor

coactivator) csalad [39].

1.4.1.1 A GNAT acetiltranszferaz csalad

A GNAT csaladdba tartozd fehérjék kozos jellemzdje, hogy az acetiltranszferaz
doménjiikben megtalalhatdo harom vagy négy, egyenként 15-33 aminosavbol allé6 konzervalt
motivum [40]. Ezen feliil a csaldd szamos tagjanal megtaldlhatéak hasonld szerkezetli €s
funkcioji domének, mint példaul az Ada2 (alternation/deficiency in activation-2)
koaktivatorral kdlcsonhato régio, vagy a C-terminalisan elhelyezkedé bromodomén, amely a
nukleoszomalis hisztonok acetilalt lizinjeihez képes kotddni (7. abra) [40]. A csalad egyik
legismertebb és legjobban jellemzett tagja — amelyrél a csaldd a nevét is kapta — a
Saccharomyces cerevisiae-ben transzkripcios aktivatorként azonositott yGen5 fehérje. A
yGen5 fehérje Tetrahymena thermophila homologja volt az elsé enzim, amely A-tipust
hiszton acetiltranszferdz enzimaktivitasat kimutattadk, ¢és ezzel igazoltdk a kozvetlen
kapcsolatot a hiszton acetilacio €s a transzkripcid szabalyozasa kozott. Ezen HAT funkcid
evoliuciésan  erédsen  konzervalt tulajdonsdgit mutatja, hogy azdta  szamos
modellorganizmusban (példaul Arabidopsisban, Drosophila-ban, egérben, emberben is)
azonositottak a yGen5 fehérje homologjat [41]. A Drosophila (d) Gen5 fehérje a yGenS
fehérjéhez hasonléan rendelkezik a csaladra jellemzd, konzervalt HAT doménnel, egy
bromodoménnel [42]. Emellett a dGenS esetében is a HAT és bromodomén kozotti, kozel 100
aminosavas 1égio tehetd feleléssé az ADA2 fehérjékkel lértejott kolesonhatas kialakitasaért
[43, 44]. Ezeken feliill a dGen5 fehérje N-terminalis végén taldlhatdé egy, a human PCAF
(p300/CBP-associated factor) fehérje N-terminalis doménjével nagyfokti homoldgiat mutato
un. PCAF homology domén. A human PCAF HAT esetében ez a régio a CBP/p300 hiszton

acetiltranszferazzal valo kolcsonhatas kialakitasaért felelds [42].
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PCAF homology HAT Bromo-

domén domén domén
ADA2 kh.
régio
1 95 25 3 439
yGCNS | i_n |
- 1 44 198 306 418
Tet p55 |
58 212 324 418
AthGCNS
1 73 347 361 6. 3
dGCN5 I i
1 133 290 390 476
hGCNS5-S
1 361 494 651 757 7
hGCNS5-L I
1 74 351 489 646 746 832
hPCAF |

7. abra: A GNAT csaladba tartozé6 homolog GenS hiszton acetiltranszferaz fehérjék
doménszerkezete

A human (h), a Drosophila (d), a Saccharomyces cerevisiae (y), a Tetrahymena thermophila
(Tet) és az Arabidobsis thaliana (Ath) Gen5 fehérjék esetében a GNAT csaladra jellemzd
HAT, Bromo- és PCAF homology domének elhelyezkedése lathatd. Az abra a [42] és [44]
forrasok alapjan késziilt.

A legtobb hiszton acetiltranszferaz enzim in Vvivo nem Onmagaban, hanem tobb
alegységes fehérje komplex tagjaként fordul el6. A komplexekben kialakuld kiilonbdzo
fehérje-fehérje kolcsonhatasok alapvetéen meghatdrozzak a HAT-ok enzimaktivitasat és
szubsztrat specifitasat [39]. Szamos HAT a komplex tobbi alegysége nélkiil nem képes a
kromatinba épiilt hisztonok acetildcigjara; illetve dnmagaban mas lizineket mddosit, mint
komplexbe épiilve. A yGen5 fehérje 6nmagaban nem, csak tobbalegységes enzim komplexek,
igy pl. a SAGA vagy az ADA komplex részeként képes a nukleoszomalis hisztonokat
acetilalni [45]. A HAT-ok komplexekbe épiilése megvaltoztatja azok lizin specifitasat: igy
példaul mig a yGen5S fehérje 6nmagéban szabad hiszton fehérjéken elsdsorban a H3 hiszton
14-es lizinjét acetilalja, addig a SAGA komplex alegységeként a nukleoszomalis H3 9-es, 14-
es, 18-as és 23-as lizinjeit, az ADA komplexben foként a H3 hiszton 9-es, 14-es és 18-as
lizinjeit acetilélja [46]. Elesztében eddig négy Gen5-tartalmi HAT komplexet azonositottak: a
SAGA, a SLIK/SALSA, az ADA ¢és a HAT-A2 komplexeket [13]. Ezek katalitikus alegységét
a yGenS fehérje mellett két adaptor fehérje, az yAda2 és az yAda3, valamint az ySgf29
fehérje alkotja, amelyek egylittesen alakitjdk ki a GenS fehérje szubsztrat kotési képességét és

lizin specifitasat [47] [48].
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1.4.1.2 A SAGA komplex

Az egyik legrészletesebben jellemzett GenS tartalmi HAT komplex az éleszté SAGA.
A ySAGA 1,8 MDa tomegii, evoluciésan konzervalt kromatin modositd komplex, amely
kétféle hiszton modositd aktivitassal (acetilacid és deubiqitinacid) rendelkezik. Az élesztd
ySAGA ¢és a magasabbrendi eukaridtakban megtalalhato ortoldgjainak vizsgélata sok fontos
informdcioval szolgalt a hiszton modositadsok transzkripcid aktivacidban betdltott szerepének
részletesebb megértéséhez [49].

A ySAGA a transzkripcio aktivacido szabalyozdsa — amely a legrészletesebben
jellemzett aktivitdsa — mellett a transzkripcid elongacios fazisaban és az mRNS export
folyamataban is kozremiikodik [50]. Felépitését tekintve a ySSAGA komplex tobb funkcionalis
modulra kiilonithetd el (8. édbra). A komplex f6 szerkezeti vazat az ySpt3, ySpt7, ySpt8,
ySpt20, yAdal, yTral, yTAFS, yTAF6, yTAF9, yTAF10 és yTAF12 fehérjék alkotjak,
amelyek egy SPT ¢és egy TAF modullé allnak 6ssze. Ezenfeliill a komlex a yTral alegységen
keresztiil kapcsolatot alakit ki kiillonb6z0 aktivator fehérjékkel, ¢és ezaltal képes a komplex
megfeleld genomi régiokhoz kapcsolodik. Az ySpt3 és ySpt8 fehérjébdl Osszealld egység
kolesonhatést alakit ki a TBP-vel (TATA Binding Protein), amely a transzkripcios iniciacios
komplex Osszeszerelddésén keresztiil segiti a transzkripcid aktivacidjat. A komplex egyik
enzimatikus aktivitassal rendelkezd egysége a yGenS, yAda2, yAda3 és ySgf29 fehérjékbol
felépiild acetilaciés modul, amely a nukleoszémalis hisztonok acetilacigjat végzi. Az altala
létrehozott acetilacid mind a transzkripcid aktivacié, mind a transzkripcid elongécio
folyamata soran hozzajarul egy hozzaférhetobb kromatinszerkezet kialakitasahoz. A ySgf29
fehérje a 4-es lizinjén trimetilalt H3 hiszton (H3K4me3) fehérjéhez képes kapcsolddni, ezaltal
kapcsolatot teremt az aktivacios jelként azonositott H3K4me3 hiszton kod és a hiszton
acetilaci6 kozott. Emellett megtalalhaté a ySAGA-ban egy, az yUbpS8, ySusl, ySgfll és
ySgf73 fehérjékbdl felépiild deubiquitinicios enzimaktivitassal rendelkezd egység (DUBm)
is, amely a H2B hiszton 123-as lizinjén taladlhaté ubiqutin modositas eltavolitasaval eldsegiti a
mRNS-export folyamatat végzé faktorok és a komplex kozott 1étrejove kolcsonhatés
kialaitdsdban, ezaltal a deubiquitinacidés egység az mRNS transzportjara is Kkiterjeszti a

ySAGA komplex Osszetett szabalyozo funkciojat [13] [48] [51] [52] [53].
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8. abra: A ySAGA komplex sematikus rajza

Kiilonb6z6 szinekkel abrazolva lathatoak a ySAGA komplex funkciondlis moduljai, valamint
a szaggatott nyilak utalnak az egyes alegységeknek a transzkripcié folyamata soran betdltott
kiilonbozo szerepére. Az abra a [48] forras alapjan készilt.

1.4.1.3 Ada2 adaptor fehérjék

A SAGA komplexen beliil kialakul6 fehérje-fehérje kolcsonhatasok egyiittesen
alakitjak ki az egyes modulok pontos funkcidjat. Az acetilacios modul esetében az azt felépitd
adapter fehérjék koziil az yAda3 hatarozza meg a yGen5 fehérje kiterjedt lizin specifitasat, az
yAda2 fehérje pedig erdsiti a yGenS HAT aktivitasat €s eldsegiti annak nukleoszomalis
hisztonokhoz valo kotddését [47]. A katalitikus egység kialakulasahoz a yGenS fehérje az
fehérje kozEépso szakasza felelds az yAda3 fehérjével 1étrejovo kolesonhatasért [54]. Az yAda
adaptorok fontos funkciot toltenek be a transzkripciod szabalyozésa soran az aktivator domén
¢s az alap transzkripcids apparatus kozotti fizikai kapcsolat kialakitasaban is. Erre utal, hogy
az yAda2 fehérje kozvetlen kolcsonhatast alakit ki a herpesz virus VP16 fehérje aktivator
doménjével és az alap transzkripcids faktorok koziill a TBP (TATA-binding protein)
fehérjével is, valamint hogy az yAda2 fehérje jelenléte sziikséges az aktivator domén ¢€s a
TBP kozotti kolcsonhatas 1étrejottéhez [55].

Az Ada2 tipust adaptor fehérjék az eukaridta transzkripcid szabdlyozasaban betdltott

jelentés funkciojara utal, hogy a kiilonb6z6 fajokbol szarmazdé Ada2 fehérjék felépitése
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erdsen konzervalt. Minden, az Ada2 csaladba tartozé fehérje rendelkezik két konzervalt
doménnel: egy ZZ cink-ujj doménnal ¢és egy SANT doménnal. Mindkét domén jelenlétére
sziikség van a yGenS és a VP16 aktivaciés doménnel valo kdlcsonhatés 1étrejottéhez, viszont
a domének ennél pontosabb funkcidja még nem teljesen tisztazott [54]. Az eddigi informaciok
szerint az yAda2 fehérje SANT doménje részben a yGenS fehérjéhez kotdédéshez, részben
pedig a kromatinba épiilt hisztonok felismeréséhez és kotéséhez sziikséges, igy jelentds
funkcidt tolt be a ySAGA komplex acetilacids aktivitdsanak meghatarozasaban [56]. Az
ADA?2 fehérjecsalad tagjai az elobb emlitett két domén mellett rendelkeznek tobb konzervalt,
a-helikalis szerkezetli motivummal, amelyeket ADA motivumnak neveziink. Ezek az ADA
motivumok a histon-fold motivumokra jellemz6 (a-hélix); (loop);-(a-hélix),-(loop),-(a-
hélix); mintazatot hordoznak, amelyek nemcsak hiszton fehérjékben, hanem kiilonb6z6
adaptor, koaktivator komplexek szdmos alegységében is eléfordulnak [57]. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy ezeknek az ADA motivumoknak az ADA2 fehérjék mas komplex

alegységekkel kialakitott kdlcsonhatasainak 1étrejottében fontos szerepe lehet.

1.4.1.4. Drosophila Gen5S-tartalmi HAT komplexek

A ySAGA komplex acetilacidos egységét felépitd yGenS, yAda2, yAda3 fehérjék
homologjai  Drosophila-ban is megtalalhatoak. Ehhez hasonléan a Drosophila
melanogasterben is két ADA2 fehérjét — dADA2a és dADA2b — azonositottak [58]. Mindkét
Drosophila ADA?2 fehérje rendelkezik a csaladra jellemz6, konzervalt ZZ cink-ujj doménnal,
SANT doménnal, valamit harom ADA motivummal. Elesztd kettés hibrid és
koimmunprecipitacids kisérletekben mind a dADA2a, mind a dADA2b fehérje kdlcsonhatast
mutatott a dGen5, valamint a dADA3 fehérjékkel, viszont a ySAGA komplexre specifikus
alegységek Drosophila homologjaival csak a dADA2b fehérje esetében detektaltak
interakciot. Az éleszté homolog Ada2-hoz hasonldéan mindkét Drosophila ADA?2 fehérje egy-
egy HAT aktivitdsu modul felépitésében vesz részt, viszont ezek két eltérd Osszetételii és
funkcidjii GenS-tartalmu komplexet hoznak 1étre [58] [59] (9. dbra). Szamos magasabbrendii
eukariota genom — mint példaul az Arabidobsis thaliana [60] és a human genom [54] is két,
az €leszté Ada2-vel homolog gént tartalmaz.

A dGcen5, a dADA3 és a dSgf29 (éleszté ySgf29 Drosophila ortologja) fehérje a
dADAZ2a adaptorral egyiitt egy HAT modult alkot, amely a700 kDa méretlii dATAC (ADA
two a containing) komplex egyik katalitikus egységét képezi [61] (9. abra). Ezek a fehérjék
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képezik a dATAC és a dASAGA komplexek kozos komponenseit. A dATAC komplex a dGenS
fehérjén kiviil rendelkezik még egy, attdl fliggetlen HAT aktivitasu alegységgel, a dATAC2
fehérjével [62]. Eddig a komplex tovabbi nyolc alegységét (1ATAC2, dATAC3, HCF, WDS,
D12, NC2B, CG10238 és CHRAC14) azonositottak [63].

A dADA2b, a dGenS, dADA3 és a dSgf29 fehérje altal kialakitott HAT modul egy 2
MDa méretli komplexbe épiil be, amely az ¢éleszt6 ySAGA komplex Drosophila
megfeleléjének (ASAGA) tekinthetd [64] (9. abra). A dASAGA komplex szdmos, az élesztd
funkcidja is erésen konzervalt, igy modellként szolgalhat a Drosophila dSAGA komplex
miikodésének és szabalyozo funkcidjanak megértéséhez. Igy az acetilaciés modulon (dGen5,
dADA2b, dADA3, dSgf29) feliil az SPT és TAF egység egyes tagjait, az dAdal, dSpt20, a
dSpt7 (ySpt7 ortoloég), a dWda (yTaf5 ortoldg), dSaf6é (yTaf6 homolog), dTaf9, dTafl0b
(yTaf10 homolog) és a dTafl12 fehérjét is azonositottak Drosophila-ban [58] [59] [64] [65]. A
TBP-vel kolcsonhat6 fehérjék koziil eddig csak a ySpt3-nak megfeleld dSpt3 fehérjét talaltak
meg Drosophila-ban. A dSAGA komplex a yTral fehérjével ortolog dTral (Nipped-A)
alegységen keresztiil képes a kiillonboz6 transzkripcios szabalyzé faktorokkal kolcsonhatast
kialakitani [66]. A deubiquitindciés modult felépité faktorokbol eddig a dNonstop (yUbp8
ortolog), az dSgfll (ySgfll ortolog) €s a dE(y)2 (ySusl ortoldg) fehérjét azonositottak [67]
[68].

A fent részletezett két GenS-tartalmtt Drosophila HAT komplex eltéré alegység-
Osszetétele arra utal, hogy a két komplex eltérd funkcidval rendelkezhet. A két komplex a

acetilaciés modulja csak az dADA?2 fehérjékben kiilonbozik egymastol.
dATAC dSAGA
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9. abra: A Drosophila dGen5-tartalmi HAT komplexek sematikus rajza
Az abra a [48] és [69] alapjan késziilt.
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Az acetilacios modulok ko6zds komponenseinek hianyaban (dGenS és dADA3)
meghataroztak, hogy a Drosophila Gen5-tartalmi HAT komplexek mind H3, mind H4
hisztonra specifikus acetilacios aktivitdssal rendelkeznek. A H3 hiszton 9-es és 14-es
pozicioban talalhato lizinjeit, valamint a H4 hiszton 5-6s és 12-es lizinjeit acetilaljak [70]
[71]. Az egyik, illetve a masik komplexre specifikus dADA2 fehérje funkcidjanak gatlasaval
meghataroztak, hogy a dADA2b tartalmi dSAGA komplex specifikusan a H3 hiszton 9-es ¢és
14-es lizinjét acetilalja, mig a dADA2a alegységet tartalmaz6 dATAC komplex dGen5

specifikus HAT aktivitasa a H4 hiszton 5-6s és 12-es lizinjére iranyul [70] [72] (10. abra).
w''" dAda2b dAda2a dGens dAda3

H3K9%ac

H3K14ac

H4K12ac

H4KS5ac

10. abra: Drosophila Gen5-tartalmu HAT komplexek acetilaciés aktivitasa

Az abran nyalmirigy oridskromoszémak immunfestése lathat6, amely a dGenS és dADA
fehérjék hianyaban tapasztalt H3 és H4 hisztonok acetilacios szintjét mutatja. Az abra a [44]
[70] [71] [72] forrasok alapjan késziilt.

1.4.1.5. Drosophila ADA2b fehérjék

Az ADA2 fehérjék sokszinii funkcidjara utal, hogy a Drosophila Ada2b génrél tobb
mRNS ¢és fehérje izoforma termelddik [73]. Kutatocsoportunk korabban mar igazolta, hogy az
egyedfejlodés fobb szakaszaiban (embrid, larva, bab, imagd allapot) a dAda2b génrdl
alternativ splicing soran val6jaban két mRNS forma (dAda2bS és dAda2bL) képzddik [72]. A
két mRNS 5° végi régidja teljesen megegyezik egymassal, csak a 3. és 4. exon teriiletén

kiilonboznek, ahol a leolvasasi keret is eltérd (11. abra).
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11. abra: A dAda2b génrol képzédé transzkriptumok (dAda2bS és dAda2bL) szerkezete
Az alternativ splicing soran keletkezd két transzkriptum elsé két exonja azonos, mig a 3. és 4.
exon az eltérd leolvasasi keretbdl kifolydlag jelentdsen kiilonbozik egymastol.

A szekvencia adatok alapjan a rovidebb dAda2bS mRNS-rél egy 48,3 kDa
molekulastulyt fehérje, mig a hosszabb dAda2bL izoformardl egy 62 kDa méretli fehérje
termelddik. Drosophila embrioban az dADA2b izoformak jelenlétét csoportunknak korabban
mar sikeriilt kimutatnia [58]. A két dADA2b fehérje izoformak N-termindalis 330 aminosavas
régidja azonos, csak a C-termindlis szakaszon kiilonbéznek egymastol. Mindkét varians az N-
termindlis régid terliletén tartalmaz egy-egy, az ADA2 fehérjékre jellemzé ZZ cink-ujj €s
SANT domént (12. abra) [58]. Mind az ¢lesztd ADA2, mind a human ADA2b fehérje
esetében ez a konzervalt N-termindlis régi6 elegendd0 a GCNS5 fehérjével torténd
Osszekapcsolodashoz [43] [74]. Az ADA2 fehérjékre jellemzéd SANT domén hozzijarul a
SAGA komplex megfeleld szubsztrat felismeréséhez és katalitikus aktivitdsdhoz, mivel a
SANT domén mddositas nélkiili nukleoszomékhoz képes kotddni [26] [56]. A SANT domén
mogott elhelyezkedd ADA2 régio felelds a katalitikus HAT modul felépiilése soran az
ADA2-ADA3 interakcid kialakitasaért [43] [74]. Az ADA2 fehérjék C-terminalis régidja
tobb, konzervalt szerkezetli a-helikdlis motivumot tartalmaz. Az egyik ilyen motivum a
kromatinszerkezetet modositd fehérjékhez kothetd, négy a-helixbdl felépiild SWIRM domén.
A legtobb ADA2 fehérjében megtalalhato ilyen SWIRM domén, viszont mindkét Drosophila
dADAZ2b izoformabol hidnyzik [75] [76].

1 Znfinger SANT ADA box 1 ADA box 2 418

dADA2bS

dADA2bL

1 Znfinger SANT ADAbox1 ADAbox2 ADA box 3 555

12. abra: A rovid és hosszu dADA2D izoform domén szerkezete

Mindkét dADA2b izoformaban megtalalhaté az N-terminalis régioban elhelyezkedd ZZ cink-
ujj (Zn finger) motivum és SANT domén. A C-terminalis részen a rovidebb dADA2bS
izoformabdl hianyzik a harmadik ADA motivum (ADA boksz 3).
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A masik konzervalt motivum az ADA2 fehérjékre jellemzd, (a-hélix);-(loop);-(a-
hélix),-(loop),-(a-hélix); mintdzatot hordozé ADA motivum. A két dADA2b izoforma koziil
a rovidebb varians csak két, mig a hosszabb harom darab ilyen ADA motivumot tartalmaz a
C-termindlis régidoban [58]. Ezek az ADA motivumok a histone-fold doménekhez hasonld
szerkezeti elemeket tartalmaznak, amelyek nemcsak hiszton fehérjékben, hanem kiilonb6z6
adaptor ¢és koaktivator komplexek (TFIID, SAGA) alegységeiben is el6fordulnak [57].
Feltételezhetéen ezeknek az ADA motivumoknak az ADA2 fehérjék a komplex mas

alegységeivel kialakitott kdlcsonhatdsainak 1étrejottében lehet fontos szerepe.
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2. Célkitiizések

Dolgozatomban a dSAGA specifikus hiszton acetilacionak a génmiikodés
szabalyozasaban betoltott szerepét targyalom. Ehhez a kovetkezd kérdéseket fogom

attekinteni:

2.1 Késoi L3 larva és korai bab allapotban mely gének expressziojat szabalvozza

a dSAGA specifikus acetilacio?

- dAda2b mutans egyedek teljes transzkriptum analizise késdi L3 larva és korai

bab allapotban

2.2 A dSAGA komplexre specifikus dADA2b alegység két izoformaja hogvan

jarul hozza a dSAGA génmiikodés szabalvozasaban betoltott funkciojahoz?

- A dADA2b izoforméak expresszidjanak, valamint a dADA2b révid izoforma

funkcidjanak vizsgalata

2.3 A dSAGA komplex és az altala létrehozott H3K9 acetilacio kozvetleniil

befolvasolja-e a 2.1-es pont alapjan dSAGA-fiiggd transzKkripciot mutato gének

expressziojat?

- A dADA2bD fehérje kotddésének, valamint a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio

szintjének meghatdrozasa dSAGA-fiiggd ¢és dSAGA-fiiggetlen transzkripcidji

gének kiilonb6zo régidin

2.4 A dSAGA specifikus H3K9 acetilacio miként befolyasolja a génaktivacio

folyamatat?
- A dSAGA specifikus H3K9 acetilacios mintazat és ennek transzkripciora kifejtett

hatasanak feltérképezése az EIp74EF ¢és Eip75B ekdizon indukalt gének

aktivacioja soran
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3. Felhasznalt anyvagok és modszerek

3.1 Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek, keresztezések

A hasznalt Drosophila térzseket standard taptalajon (9,3 g agar, 61,2 g kukoricadara,
129,4 g gliikkéz, 32,4 g szaraz élesztd, 10 ml 10% Nipagin), 25 °C-on tartottam fenn. A
kisérletekben w''*®

A dAda2b®*? delécios allél a dAda2b gén 800 bp hosszisagl, P-clem mobilizacioval

torzset hasznaltam vad tipusu kontrollként.

1étrehozott delécios null mutdnsa. A delécio szabalyozo régiokon kiviil az elsd exon ¢€s az elsd
homozigoéta mutansok esetében mar a késdi (15.) embriondlis stddiumban nincs jelen
kimutathaté anyai hatdsu dADA2b fehérje, a delécido mégis csak a késdi bab (P5) és pharate
adult stadiumban okoz letalitast [72] [73].

A dADAZ2b izoformak vizsgalatara a laborunkban kordbban eldallitott transzgenikus
Drosophila torzseket hasznaltuk. A dADA2bS izoforma esetén kétféle torzset hasznaltunk
(13. 4bra). Az egyik a dAda2bS-EGFP dAda2b®? tsrzs, amely a rovid izoformanak megfeleld
genomikus szekvenciat az EGFP-vel C-terminélis fizidoban termeld transzgént tartalmazza. Ez
a transzgén dAda2b delécios hattéren, egy 600 bp hossziasagi dAda2b promoter szabalyozasa
alatt miikodik. Ezt a 600 bp-os szakaszt egy teljes értékii dAda2b promoternek tekinthetjiik,
mivel korabbi kisérletekben ezen régid iranyitasa alatt kifejez6dé dAda2b genomi transzgén a
dAda2b delécios egyedekre jellemz6 babletalis fenotipust teljes mértékben menekitette [72].
A masik az UAS-Gal4 rendszer segitségével a rovid izoforma tiltermelését biztositd torzs,
amely, a rovid izoformat kédolé cDNS-t tartalmazo UAS-dAda2bS transzgént dAda2b*
delécios hattéren hordozza. Ezen konstrukcid kifejeztetéséhez az altalanos expressziot
biztosito daughterless(da)-Gal4 driver torzset alkalmaztuk. A dADA2bL izoforma
vizsgalatahoz a dAda2bL-EGFP dAda2b®” konstrukciot tartalmazo torzset hasznaltuk. Mivel
ez a transzgén C-termindlis EGFP fuzioval a hosszil izoformanak megfeleld genomikus
szekvenciat tartalmazza, az EGFP fehérjével jelolt dADA2bL izoforma mellett alternativ
splicing utjan a dADA2bS izoforma kifejez0dését is biztositja. Ez a transzgén dAda2b

delécios hattéren, a 600 bp hosszisaga dAda2b promoéter szabalyozasa alatt expresszalodik.
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13. dbra: A dADA2b izoformdk vizsgalatara hasznalt transzgenikus torzsek jellemzése
Az abra a hasznalt Drosophila torzsek altal hordozott transzgének felépitését valamint az
azokrol termelddo fehérjék szerkezetét mutatja.

3.2 Drosophila mintagyiijtés

- 111 s . . e, .
Western _blot _analizishez: W'  embrionalis, larva, bab és imago, valamint

dAda2b®*?/dAda2b®? homozigota, dAda2bS-EGFP/dAda2bS-EGFP; dAda2b®*/dAda2b®?,
Da-Gal4 dAda2b®*?/UAS-dAda2bS dAda2b®*, és dAda2bL-EGFP dAda2b®*?/dAda2bL-EGFP
dAda2b®? L3 larva és késéi bab fejlédési allapoti Drosophila mintakat gyiijtéttiink.

Nyélmirigy 6ridskromoszémak immunfestéséhez: w''®, dAda2b®* homozigota, dAda2bS-
EGFP/dAda2bS-EGF; dAda2b®?/dAda2b®?, Da-Gal4 dAda2b®*?/UAS-dAda2bS dAda2b®*?,
és dAda2bL-EGFP dAda2b®*?/dAda2bL-EGFP dAda2b®? vandorldé L3 larva stadiumu

mintakat gylijtottiink 6ssze nyalmirigy preparalashoz.
DNS microarray: az analizishez anterior spirdkulumukat kitfirt (SpEv) w'*®, dAda2b#,

valamint dAda2bS-EGFP/dAda2bS-EGF; dAda2b®?/dAda2b®? homozigota L3 larvakat

gylijtottink. A P3 bab mintak legyfijtéséhez w***® és dAda2b®? mutans larvakat azonos
fejlédési allapotra szinkronizaltuk. Ehhez fehér bab stadiumban 1évd allatokat gytijtottiink,
majd 10 6ran keresztiil 25 °C-on nedves kamraban taroltuk, végiil folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk dket. Minden genotipusbol, mindkét fejlodési allapotban harom parhuzamos

mintat gyiijtottiink, egyenként mindegyik 10-10 db larvat/bébot tartalmazott.
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Apoptézis kimutatdsdhoz: w8, dAda2b®?/dAda2b®*? mutans és da-Gald dAda2b®*?/UAS-

dAda2bS dAda2b®? genotipust, minden genotipusbol minimum 15 db véandorld L3 stadiuma
larvat 4000 R (150 kV, 0,5-mm Al filter, 1000 R/perc) Rontgen sugarzassal kezeltiink.

Kromatin _immunprecipitacidhoz: 1-1 gram w''® ¢és dAda2b®?/dAda2b®? homozigota,

anterior spirdkulumukat kitirt (SpEv); w''® 24-28 oras, vandorld és SpEv L3-as larvat,
valamint dAda2b®*TM6¢ heterozigota és dAda2b®?/dAda2b®*? homozigota vandorlo L3
larvat gytjtottiink Ossze, amelyeket folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és -80 °C-on
taroltuk oket.

, ., . , s 1 , . . 1118 17 214 2
Génexpresszios mérésekhez: az L3 larvastadium soran 4 oOras felbontassal w 8 Jarvakbol

mintat gyijtottiink. Ehhez 4 6ras intervallumban L2/L3 larvaallapot kozotti vedlésen atesett
larvékat valogattunk, majd beldliik az L3 larvastddium végéig 4 oOranként 5-5 darabot
folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és az RNS izolalasig -80 °C-on tartottuk ket. Ehhez
hasonléan 5-5 darab dAda2b®?/TM6c heterozigota és dAda2b®*?/dAda2b®? homozigota L3
larvat az L.2/L3 larvaallapot kozotti vedlést kovetden 24-28, 40-44 és 46-48 oraval folyékony

nitrogénben lefagyasztottunk.

3.3 Western blot analizisek

A Drosophila mintakat szonikacios pufferben (S0 mM Tris-HCI pH 7,9, 2 mM EDTA
pH 8,0, 50 mM NaCl, 0,5 mM DTT, 10 mM Na-butirat, 1x PIC) homogenizaltuk, majd
azonos mennyiségll 2x SDS loading puffert (20% glicerin, 100 mM Tris-HCI pH 6,4, 200
mM DTT, 4% SDS, 0,2% bromfenolkék, 5% p-merkaptoetanol) adtunk a mintdkhoz. Ezutan
5 percig 100 °C-on denaturdltuk a fehérjéket, majd a szovettormelék kitilepitése érdekében
lecentrifugaltuk (10 perc, 13000 rpm, 4 °C) a mintdkat. Az elkészitett kivonatok
fehérjetartalmat Bradford reagenssel (BioRad) hataroztuk meg

A fehérjeanalizishez azonos mennyiségii Drosophila mintakat 12%-os Tris-glicin-SDS
PAGE-dzsel elvalasztottunk, majd elektroblottolassal a 0,45 pum pdrusméreti nitrocelluloz
membranra rogzitettiik. Ezt kovetéen a membrant 5% tejport tartalmazé TBST oldatban (10
mM Tris-HCI1 pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20) 2 6ran keresztiil blokkoltuk. Az
immunreakcidhoz az elsddleges ellenanyagot 2%-0s BSA-TBST oldatban higitottuk, majd a
membrant egy éjszakan keresztiil 4 °C-on ebben inkubéltuk. A dADA2b fehérje kimutatasara
nyulban termeltetett poliklondlis ellenanyagot hasznéltunk 1:1000-hez higitasban. A H3 9-es

lizinjén acetilalt hisztonok kimutatasara az Abcam ab4441 szamu nyul eredetii poliklonalis
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ellenanyagot 1:5000-szeres higitasban hasznaltuk. A kotodott elsddleges ellenanyagok
kimutatdsdhoz 2 6ran keresztiil 2 % BSA-TBST oldatban 1:10000-szeresére higitott, torma
peroxidazzal kapcsolt nytl IgG ellenes masodlagos ellenanyaggal (Dako, P0448) inkubaltuk a
mintdkat. Az ellenanyagokkal tortént kezeléseket kdvetden haromszor 10 percig TBST
oldattal mostuk a membrant. Ezt kovetéen a membrant Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) reagenssel inkubaltuk 5 percig szobahén, majd

a keletkezett kemilumineszcens jelet rontgenfilmen rogzitettiik.

3.4 dAda2b®? mutins Drosophila lirvak transzkriptom vizsgilata DNS microarray

modszerrel

A dADA2b fehérjék transzkripcié szabalyozasban betdltott szerepét w''® és
dAda2b®? mutans larvakban két fejlédési allapotban is megvizsgaltuk DNS microarray
kisérlettel. A vizsgalt két fejlodési allapot a kdvetkezo volt: a larvastadium legvége, amikor az
L3 stadiumu larvak anterior spirdkuluma megjelenik (SpEv), valamint a bab allapot egy korai
szakasza, amikor a metamorf6zis fontos 1épései lezajlanak (P3 prepupa). A dSAGA tovabbi
funkciinak feltérképezéséhez a w''® és dAda2b®? mutans larvak mellett dAda2bS-EGFP
dAda2b®*? SpEv allapotu larvakon is transzkriptum analizist végeztiink. A mintakbol Qiagen
RNeasy kittel a gyar altal ajanlott protokoll szerint §ssz-RNS-t tisztitottunk. Az RNS mintékat
Christelle Thimbaud (IGBMC) strasbourgi Affymetrix laborjaba kiildtiik. A minta
ellendrzését és a fluoreszcens jelolést ott végezték az Affymetrix labor protokolljat kdvetve. A
hibridizacié sordn a larvamintdkhoz a tobb mint 18500 transzkriptumot reprezentald
GeneChip Drosophila Genome 2.0 Array-t (Affymetrix) hasznaltuk, a babmintak
vizsgélatdhoz pedig a tobb mint 13500 transzkriptumot reprezentdld GeneChip Drosophila
Genome Array-t (Affymetrix) alkalmaztuk. A hibridizaciét GeneChip Fluidics Station 400
hibridizaciés kamraban az EukGE WS2v4 protokoll szerint végezték, a jel detektalasahoz
Scanner GeneArray 2500 d’Agilent Technologies scannert hasznaltak.

A kiértékelés soran csak azokat a géneket vettiikk bele az analizisbe, amelyek
normalizalt hibridizacios jele egy adott genotipusbol (az adott fejlodési allapotban) szarmazo
harom biologiai ismétlésbol legalabb kettd esetében ,,present” kategdridba esett. Az adatok
kiértékelésénél a kapott szignal intenzitdsok Osszehasonlitdsdhoz Student-féle t-tesztet
alkalmaztunk, majd az expresszidjukban szignifikdns valtozast mutaté gének koziil

kivalasztottuk a kétszeres expresszios valtozast mutatd gének csoportjait.
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A gén ontologiai (GO) analizis soran a GOrilla on-line analizis programmal

(http://cbl-gorilla.cs.technion.ac) [77] azonositottam a microarray adatok kozott feldusulast
mutatd, azaz a véletlenszerii eloszlashoz képest nagyobb ardnyban reprezentalt gén ontologiai
csoportokat. A program altal felhasznalt GO adatbézis 2013. februar 9.-én keriilt frissitésre.
Az analizis sordn a microarray kisérletbdl szarmazé megnovekedett ill. csokkent expressziot
mutatd gének listdit a microarray chip-en talalhaté Gsszes gén listdjaval (background set)
vetettiik Ossze. A vizsgalatbol a duplikalt valamint a GO katego6ridba nem besorolhatd gének
ki lettek zarva. A bevitt 16088 gén azonositobol a szoftver 14440-et ismert fel. Ebbdl 2019
duplikdtum el lett tavolitva, tovabbi 2316-ot az adatbazis alapjan nem lehetett GO
kategoridkba sorolni; igy a felhasznalt teljes gén listat 10105 gén alkotta.
A szoftverrel azokat a GO kategoridkat listaztattuk ki, amelyekbe esé gének P<0,001
szignifikancia szinttel jellemezhetd feldusulast mutattak a génexpresszios valtozasokat mutatd
adatsorokban. A program altal az egyes GO kategoridk feldusuldsara szamitott P értékek a
hipergeometrikus statisztikai modellen alapulnak. A program altal szamitott disulasi értékek
(E, enrichment) a kovetkezoképpen lettek kiszamitva: E=(b/n)/(B/N), ahol

b: az adott GO kategdriaba es6é gének szama a valtozast mutaté gének listajaban

n: a gének szama a valtozast mutatd gének listajaban

B: az adott GO kategoridba esé gének szama a microarray chipen talalhato gének teljes

listajaban

N: a gének szama a microarray chipen talalhato gének teljes listajaban.

A kiszamitott eredményekbdl a GOrilla szoftverrel integralt Graphviz eszkozzel készitettem

abrakat.

3.5 Nvalmirigy oriaskromoszoma preparalas és immunfestés

Az élesztovel dusitott taptalajon ndvesztett, vandorlo L3 larvak nyalmirigyeit 30 pl 1X
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,76 mM KH,POy, pH 7,4), 0,5% NP-
40 oldatban kiboncoltuk. Ezt kdvetéen a nyalmirigyeket 40 masodpercig 1X PBS, 2% NP-40,
3,7% formaldehid oldatban, majd 40 masodpercig 45% ecetsav, 3,7% formaldehid oldatban,
végil 1 percig 45%-o0s ecetsav oldatban inkubdltuk. A preparatumot szilikonizalt
feddlemezzel lefedtiik, majd erdteljes nyomassal szétroncsoltuk a szoveteket.

Az immunfestés elsd 1épéseként a prepardtumokat 1 oran keresztiil 25 °C-on PBST

(1X PBS, 0,1% Tween-20) + 5% FCS (Foetal Calf Serum) oldatban inkubaltuk. A blokkol6
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oldat eltavolitasa utan egy éjszakara H3K9ac ellen nyulban termeltetett poliklonalis (Abcam
ab4441) ellenanyagot 1:200-szoros higitasban, valamint RNS polimeraz II elleni egér
monoklonalis ellenanyagot (7GS) 1:250-szeres higitasban, vagy Ser2 és Ser5 aminosavakon
foszforilalt RNS polimeraz II elleni egér monoklonalis (Covance HS5) ellenanyagot 1:250-
szeres higitasban tartalmaz6 5% FCS-PBST oldatba helyeztiik a mintdkat. Ezutan haromszor
5 percig PBST oldattal mostuk a prepardtumokat, majd 1 o6rdn keresztiill 5% FCS-PBST
oldatban 1:500-szorosara higitott, Alexa Fluor 555 fluoreszcens festékkel kapcsolt, nyul 1gG
elleni masodlagos ellenanyaggal (Molecular Probes) valamint Alexa Fluor 488 fluoreszcens
festékkel kapcsolt, egér IgG elleni masodlagos ellenanyaggal (Molecular Probes) sotétben
inkubaltuk. A tovéabbiakban ismét harom alkalommal 5 percig PBST oldalban mostuk a
mintdkat, majd 5 percig PBST + Ipg/ml DAPI oldatban inkubaltuk a preparatumokat. Az
oldat eltavolitdsa utan 10 pl Fluoromount (Sigma) segitségével fed6lemezzel lefedtiik a

preparatumokat. Az elkészitett preparatumokat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

3.6 Apoptozis Kimutatasa acridine orange festéssel

A kezelt és a kezeletlen kontrol larvakat az ionizald sugarzassal torténd kezelést
kovetéen 4 oraval PBS oldatban felboncoltuk. A vizsgéalni kivant imagd korongokat
kipreparaltuk, és 5 percre PBS + 1,6 pg/ml acridine orange oldatba helyeztiik. Ezutan
haromszor 5 percig PBS oldattal mostuk a mintakat, majd targylemezre helyeztik, és
fedolemezzel lefedtiik Oket. A preparatumokat fluoreszcens mikroszkép alatt vizsgalva

megszamoltuk az apoptotikus sejteket.

3.7 Kromatin immunprecipitacio

3.7.1 Kromatin izolalas

1 gram folyékony nitrogénben lefagyasztott larvat dorzsmozsarban porra dorzsoltiink,
majd 7 ml Puffer A (60mM KCI, 15mM NaCl, 15mM Hepes-KOH pH 7.6, 13mM EDTA,
0,IlmM EGTA, 10mM Na-butirat, 0,15mM spermin, 0,5mM spermidin, 0,5% NP-40, 0,5mM
DTT) oldatban felszuszpendaltunk. A szuszpenzidt 10 ml térfogato iiveg homogenizatorban B
tipusu pisztulussal tovabb homogenizaltunk. A nagyobb szovettdrmelékek eltavolitdsahoz

Miracloth (Calbiochem) sziir6n atszirtiik a szuszpenziét, majd 2 ml Puffer AS (60mM KCl,
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15mM NaCl, 15mM Hepes-KOH pH 7.6, ImM EDTA, 0,ImM EGTA, 10mM Na-butirat,
0,15mM spermin, 0,5mM spermidin, 0,5mM DTT, 10% szahar6éz) hozzdadasa utan
centrifugaldssal (3000 rpm 5 perc, 4 °C) kiiilepitettiik a sejtmagokat. A csapadékot 3 ml Puffer
A oldatban felszuszpendaltuk, {iveg homogenizatorban A tipusu pisztulussal tovabb
homogenizaltuk, majd 1 ml Puffer AS hozzaadasa utan jbol centrifugalassal 6sszegytijtottiik
a sejtmagokat. Ezt a sejtmagi csapadékot Puffer AN (60mM KCI, 15mM NaCl, 15mM Hepes-
KOH pH 7.6, ImM EDTA, 0,ImM EGTA, 10mM Na-butirat, 0,1% NP-40) oldatban
felszuszpendaltuk és szobahén 1% formaldehiddel keresztkotottiik a kromatint. 10 perc
elteltével 300 pul IM glicin hozzdadasaval allitottuk le a keresztkotési reakciot, majd a
sejtmagokat kétszer 10 ml AN pufferrel mostuk. Ezutdn 1,5 ml lizis pufferben (50mM Tris-
HCI pH 8.0, 1% SDS, 10mM EDTA, 10mM Na-butirat) feltartuk a sejtmagokat, és 4 x 20
masodpercig Diogenode Bioruptor szonikatorral fragmentdltuk a kromatint. A nem
fragmentélodott kromatin darabokat centrifugélassal eltavolitottuk (14000 rpm 10 perc, 4 °C)

crer

lefagyasztottuk, majd felhasznaldsig -80 °C-on taroltuk a kromatint.

3.7.2 Immunprecipitacio

Egy immunprecipitacidhoz 25 ng kromatint hasznaltunk. Ezt el6szor Puffer D (10mM
Tris-HCI pH 8.0, 0,5 mM EGTA, 140mM NacCl, 1% Triton X-100) oldattal 6tszoérdsére, majd
RIPA pufferrel (10mM Tris-HCl pH 8.0, I1mM EDTA, 0.5mM EGTA) kétszeresére
higitottuk. Nemspecifikus kotddések kikiiszobolésére a kihigitott kromatint 20 pl/minta BSA-
val (3ug/ul) és hering sperma DNS-sel (1 pg/ul) blokkolt Protein A-Sepharose CL-4B
(Sigma) gyonggyel 4 °C-on, 2 oran keresztiil forgatva el6tisztitottuk. Az igy elOtisztitott
kromatint 4 °C-on egy ¢jszakan at inkubaltuk a kovetkezd ellenanyagokkal: a-H3 (1 ng,
Abcam ab1791), a-H3K9ac (4 pg, Abcam ab4441), a-dAda2b (5ul), a-Pol. I (2,5 pg, 7G5
klon). Az ellenanyag nélkiili kontroll mintdhoz (NAC — No Antibody Control) is azonos
mennyiségli eldtisztitott kromatint hasznaltunk, és azt teljesen hasonloan kezeltiik, mint az
immunprecipitalt mintdkat. Masnap a csapadék eltavolitasdhoz (13000 g, 10 perc, 4 °C)
lecentrifugaltuk a mintékat, majd a feliiliszobol 4 éran keresztiil 4 °C-on blokkolt Protein A-
Sepharose gyongyokkel kevertettiik a kromatin-ellenanyag komplexeket. A NAC minta
feliiliszojat hasznaltuk a teljes bemért kromatin mennyiséget meghatarozé kontroll (TIC -
Total Input Control) mintaként. A gyongyoket centrifugalassal (2000 rpm, 2 perc, 4 °C)
Osszegyujtottiik, majd 5x 5 percig RIPA pufferrel, 1x 5 percig LiCl (10mM Tris-HCI pH 8.0,
250mM LiCl, 0,5% NP-40, 0,5% Na-DOC, 1mM EDTA) pufferrel, 1x 5 percig TE (10mM
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Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA) pufferrel mostuk, majd a gyongyoket 50 ul TE pufferben

felszuszpendaltuk.

3.7.3 DNS-fehérje keresztkotések megsziintetése és DNS tisztitas
A keresztkotések megsziintetéséhez egy €jszakan at 65 °C-on, majd 0,5% SDS és 500ug/ul
Proteindaz K jelenlétében 3 oran keresztiil 50 °C-on tartottuk a mintdkat. A DNS-t fenol-
kloroform extrakcidval kitisztitottuk, 100 pg/ml glikogén jelenlétében etanol segitségével
kicsaptuk, majd 50 pul 10 mM Tris-HCI pH 8.0 oldatban felszuszpendaltuk. Az igy kapott
DNS mintat hasznaltuk templatként a Q-PCR analizissel torténd mennyiségi meghatarozas

soran.

3.8 RNS izolalas és egves szala cDNS szintézis

L3 stadiumt Drosophila larvakbol 6ssz-RNS-t TRIzol (Invitrogen) reagenssel
izolaltunk a gyart6 altal mellékelt protokoll szerint, mintanként 5 darab allatot felhasznalva.
Az RNS koncentracigjat NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) segitségével hataroztuk
meg. Az esetleges genomi szennyezés eltavolitdsdhoz a gyart6 utasitdsai szerint RNaz-mentes
DNazl enzimmel (Fermentas) kezeltilk a mintdkat. A DNaz inaktivalasahoz 3 mM EDTA
hozzaadasa mellett 10 percig 65°C-on inkubaltuk a mintdkat. Egyes szalo ¢cDNS-t, 1-1 ng
0ssz RNS bemérésével az Applied Biosystems Reverse Transcription Reagents Kittel
allitottunk el6 a gyartd utmutatasa szerint, az alabbi reakcié koriilményeket alkalmazva: 25 °C

10 perc, 37 °C 60 perc, 95 °C 5 perc.

3.9 Kvantitativ real time PCR (Q-PCR)

A kvantitativ real-time PCR reakcidkat ABI 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) késziilékkel végeztikk. A keletkezd termékek mennyiségi meghatarozasdhoz
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) reagenst hasznaltunk a
kovetkezd reakcid koriilményeket alkalmazva: 95 °C 10 perc; 95 °C 15 masodperc; 60 °C 1
perc (40 ciklus). A reakciok végén olvadasi gorbe analizist végezve ellendriztiik a keletkezd
termék mindségét. Kisérletenként két parhuzamos, 25 pl reakcié térfogatban végzett mérést

végeztiink.
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A génexpresszids analiziseknél c¢DNS mintdkbol készitett kalibraciés egyenes
segitségével, abszolut kvantifikalassal hataroztuk meg az egyes mintak cDNS tartalmat. A
génexpresszios vizsgalatokat 3-3 fliggetleniil izolalt mintan végeztiik el.

A kromatin immunprecipitacié analizise soran az egyes immunprecipitaciok soran
kapott DNS mennyiségét a TIC mintakbol készitett kalibraciés egyenes segitségével
hataroztuk meg, és TIC%-ban adtunk meg. Az egyes immunprecipitdciokban kapott DNS
mennyiséget korrigaltuk a NAC minta DNS tartalmaval.

A mérések sordn a kovetkezd primereket hasznaltuk:

Primer neve

Primer szekvencidja

sug prom fwd (-34) CGCATATTACCCGAACCTCT
sug prom rev (+66) GTTGTCTGTGGTGGGTGCT
sug 3' fwd (+1525) CTCGCTAAAACCCAAACAGG
sug 3'rev (+1638) GGTGACTCCACGTCCATCTT
Fst prom fwd (-59) GGCAGTGAATGGAAGTGGTT

Fst prom rev (+62)
Fst 3' fwd (+864)

CCAAGGCAGTGAAGAGGATAA
ACTATCGATTCTTCAGCGGTCTA

Fst 3' rev (+964) GTTACTCGGAAACGCCAAAT
cnc prom fwd (-80) AACCGCAAAAGCACAAAACT
cnc prom rev (+116) GTGGTGAGCTTGAAAACGTG
cne 3’ fwd (+33437) TGGAATCAGTGAGCCAGGA
cne 3’ rev (+33545) TGTATAGTCGCCGGAAAAGG
CycB prom fwd (-39) TGCGGCTTAAAAGGGAACTA
CycB prom rev (+101) TGATCGAGTTTTTGCACACG
RpS23 prom fwd (-8) GCGGTCACACTGAAAACATC
RpS23 prom rev (+140) TTCGCTTAATTCGCACAAAA
RpL32 prom fwd (-19) TTTCACACCACCAGCTTTTTC
RpL32 prom rev (+120) CACGGACTAACGCAGTTCAA
Husl-like prom fwd (-62) TCGTTATCGGTTTTCGATGTC
Husl-like prom rev (+96) GCAGCAGTCGCACTTACCTT
Husl-like 3° fwd (+3527) GGCCTTCTTTGGAGCACTT
Husl-like 3’ rev (+3628) CCACATCCTGTCGTACATCG
AttD prom fwd (-62) AGTTGCGTACTTTTGCGACA
AttD prom rev (+130) TCATCACCGACCCTTACTCC

Intergenic region 1 fwd

TCAAGCCGAACCCTCTAAAAT
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Intergenic region 1 rev
Intergenic region 2 fwd
Intergenic region 2 rev
Intergenic region 3 fwd
Intergenic region 3 rev
Intergenic region 4 fwd

Intergenic region 4 rev

E74intl fwd

E74int1 rev
E74ex8 fwd
E74ex8 rev
E75ex8 fwd
E75ex8 rev
E74RB-prom fwd
E74RB-prom rev
E74RA-prom fwd
E74RA-prom rev
E75RC-prom fwd
E75RC-prom rev
E75RC-intl fwd
E75RC-intl rev
E74int5 fwd
E74int5 rev

AACGCCAACAAACAGAAAATG
CCGAACATGAGAGATGGAAAA
AAAGTGCCGACAATGCAGTTA
CAGTTGATGGGATGAATTTGG
TGCCTGTGGTTCTATCCAAAG
GCTGATGCTTCCTGAAATCC
GTTTGGTGTGCTCGTCCTTT
CATACTAGTTGCCGGCGTAT

TTTAGCACTTCCCACTCCTG
TGTCCGCGTTTCATCAAGT
GTTCATGTCCGGCTTGTTCT
CAACTGCACCACCACTTGAC
GCCTTGCACTCGTTCTTCTC
GCCGACTGAACGACTGAATC
GGAAGACGCAGCAGAGAGAG
CAACTAAACGGCGAACAAGC
GCTTGCGCTCTCTACGCTAA
CCGCATAAACGCACAATCAG
GTGGATTGGGCTCTCTCTGG
AACCGAGCAAAAACACCAAG
CGGTTTCCAAGTTCATTGCT
CTGGGCTTTGGATACACACT
GTGAGATGCGAGAGAGAAGC
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4. Eredmények

4.1 A dSAGA specifikus H3K9 és K14 acetilaciéo szabalyozasa alatt allo gének

azonositasa

A hiperacetilalt nukleoszomédkat mar régdta egy nyitottabb kromatinszerkezettel és
aktiv transzkripcids allapottal hozzdk Osszefiiggésbe, mig a deacetilacid folyamatat a
represszalt génmiikodéshez kotik. Korabban csirke vordsvérsejtekben expresszalodo, és igy
nagyfoki DNaz érzékenységet mutatd globin gén teriiletén kromatin immunprecipitacios
(ChIP) kisérletekben acetilalt hiszton fehérjék jelenlétét mutattdk ki [78], valamint élesztében
a transzkripcidésan inaktiv genomikus teriileteken alacsony mértékii hiszton acetilaciot
figyeltek meg [79]. S. cerevisiae-bdl és emlés sejtekbdl szarmazo adatok is azt igazoljak,
hogy az aktivan atir6d6 gének promotereinek teriiletén magas szinti H3K9 ¢és H3K14
acetilaci6 mutathat6 ki [80] [81]. Ezekbdl az adatokbol kiindulva megvizsgaltuk, hogy vajon
a dSAGA altal létrehozott H3K9 ¢és K14 acetilacid is egy, a transzkripcio aktivalasaval
Osszefliggésbe hozhatd hiszton moddositas-e, illetve hogy a dSAGA komplex milyen gének

mukodésének a szabalyozasdban vesz részt.

4.1.1 dAda2b mutdnsok transzkriptum analizise késoi L3 larva és korai bab

allapotban

Feltérképeztiik milyen a génexpresszids mintdzat a dSAGA specifikus H3K9 ¢és K14
acetilacio hianyaban, amihez DNS microarray technikaval teljes transzkriptom analizist
végeztiink két fejlédési allapotban dAda2b mutans és vad tipust egyedekben. A dAda2b®?
homozigéta null mutansok a vad tipushoz hasonld egyedfejlodést mutatnak az L3-as
larvastadium végéig. A vad tipushoz képest 10 6rds késéssel babozodnak be, majd ezt
kovetden 12 ordval, kozvetleniil az el6bab-bab atmenet utan elpusztulnak (PS5 bab allapot)
(14. ébra). Ahhoz, hogy a génmiikddés vizsgalata soran kizarjuk az eltérd fejlddési allapotbol
eredd expresszids kiilonbségek zavard hatdsat, morfoldgiailag jol meghatarozhatd, azonos
fejlédési allapotban hasonlitottuk dssze a mintakat. Mivel a dAda2b mutansok letalis fazisa a
korai bab allapotra tehetd, feltételezhetjiik, hogy a dADA2b fehérjének a metamorfozis ezen

korai szakaszaban esszencialis szerepe lehet. Ezért a metamorfézis ezen korai szakaszabol

valasztottunk ki két fejlédési allapotot, hogy megvizsgaljuk a dSAGA transzkripcid
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szabalyozasaban betoltott szerepét. Az elsé allapotnak az L[3-as larva stadium legvégét
jeloltiik ki, azt az iddszakot, amikor a larva elébabba alakul at. Ez egy révid, mintegy 30
perces allapot, amelyet morfologiailag az anterior spirdkulumok megjelenése jellemez (SpEv).
A masodik vizsgalati pontnak kozvetleniil a dAda2b mutans letalis fazisa el6tti idészakot — a
10. 6ras bab allapotot (10 h bab) — valasztottuk, amely a jol meghatarozhatd SpEv allapot utan

10 6raval van.

SpEv 10h bab
115h  130h
W111a . . . . ;v ; y .
Oh 24h 48h 72h 120h 220h
- oy Ao m‘f @
Embrié L1 larva L2 larva L3 larva Bab
842
dAda2b* s
Oh 24h 48h 72h 130h
Letal fazis
I

P5bdb  Pharate
adult

14. abra: w''® és dAda2b®”? mutansok egyedfejlédésének sematikus rajza

Az 4bran a w8 és dAda2b mutans Drosophlia egyedfejlddésének idébeli 6sszehasonlitasa, a

transzkriptum analizishez kivalasztott fejlodési allapotok (SpEv, 10 h bab), illetve a
dAda2b®*? mutansok letal fazisa lathato.

A transzkriptum analizishez kivalasztott fejlodési allapotokban western blot analizissel
Osszehasonlitottuk a dAda2b mutans és a vad tipusban a H3K9 acetilacio mennyiségét (15.
abra). Vad tipusban Osszehasonlitva a két vizsgalt fejlddési allapotban a H3K9 acetilacid
mennyiségét, az L3 allapothoz képest a bab allapotra jelentésen megemelkedett az acetilacié
szintje. A dADA2b fehérje hianyaban mind a késéi L3 larvalis, mind a korai bab allapot soran
jelentdsen lecsdkkent a 9-es lizinen acetilalt H3 hisztonok mennyisége. Ezek alapjan tehat
mindkét stddium alkalmas lehet a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié génmiikodés
szabalyozasra kifejtett szerepének vizsgalatara.

Vad tipusu és dAda2b egyedekbdl mind a két fejlédési allapotban (SpEv és 10 h bab)
mRNS mintat izolaltunk, amit Christelle Thimbaud (IGBMC) strasbourgi Affymetrix
laborjaban fluoreszcens festékkel jeldltek, és a teljes Drosophila genomot reprezentald cDNS
microarrayhez hibridizaltak. Az analizis soran t-teszt segitségével azonositottuk azokat a
géneket, amelyek expresszidja a JADA2b mutans esetében a vad tipushoz képest szignifikans
eltérést mutatott. Ezek koziil a minimum kétszeres expresszid-emelkedést, illetve expresszio-

csOkkenést mutatd géneket tekintettiik dADA2b-fliggd expressziot mutatd géneknek.
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késo6i L3 larva korai bab

H3K9ac |

f

15. abra: A dADAZ2b fehérje hianyaban mind a késdi larvalis, mind a korai bab
allapotban csokkent mértékii H3K9 acetilacio jellemz6

Az abran vad tipust és dAda2b mutans késéi L3 larvakbol, valamint korai babokbdl késziilt
fehérjemintdkon H3K9ac ¢és H3 specifikus ellenanyaggal késziilt western blot kisérlet
eredménye lathato.

4.1.2 A dADA2b hianvaban a vad tipustol eltéré expressziot mutato gének

szamanak meghatarozasa

A fent emlitett paraméterek esetén a dADA2b fehérjék hidnyaban mindkét vizsgalt
fejlodési allapotban a gének kevesebb, mint 5%-a mutatott eltérd expresszios szintet (16.
abra). Az acetilacio szerepérdl eddig kialakitott képnek megfeleléen a dAda2b®? mutacio
jelenlétében a larvastadium végén (SpEv) 239, a bab allapotban (10 h bab) 437 gén mutatott
csOkkent mértékii expressziot. Viszont kozel azonos szamu gén esetében (334 és 466 db)
legalabb kétszeresen megemelkedett expressziot tapasztaltunk a dSAGA specifikus acetilacio
hianyaban. A dADA2b fehérjék hidnydban mind a csokkent, mind az emelkedett
transzkripcidt mutatd gének esetében csekély az atfedés a két vizsgalt fejlodési allapot kozott,
vagyis a larvastadium végén valtozast mutaté géneknek csak a 10 %-a mutat a korai

babstadium soran is a vad tipustdl eltérd expressziot.

Csokkent expresszi6ju gének Emelkedett expressziéja gének
dAda2b SpEv dAda2b 10 hbab | dAda2b SpEv dAda2b 10 h bab
(239) (437) (334) (466)

16. abra: A dAda2b mutansokban késéi L3 larva (SpEv) és bab (10 h bab) allapot soran
a vad tipustol eltérden expresszalodo gének szama lathaté
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4.1.3 dADA2b-fiigg6 expressziot mutatd gének funkcionalis csoportositasa

Béar mind a kés6i larva, mind a korai bab allapotban a dADA2b-fiiggd expressziot
mutatd gének szama alacsony, mindkét fejlédési allapotban hasonld funkcidval rendelkezd
gének mutattak a vad tipusban mérttdl eltérd transzkripcids szintet (17. abra). Ezen funkcio
szerinti csoportositds alapjan elsésorban kutikula szintézisért feleldés gének, néhany ekdizon
indukalt gén, valamint szamos, az immunfunkcidéban szerepet jatszo fehérje génje mutatott

jelentds mértékti dADA2D fliggést.
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17. abra: A dADA2b-fiiggé transzkripciot mutaté gének funkcio szerinti csoportositasa
a késoi larva, illetve a korai bab stadium soran

GOrilla program segitségével meghataroztuk, hogy a dADA2b-fliggd expresszioji
gének kozott milyen génontologiai (GO) csoportokba esd gének mutatnak szignifikans
felhalmozodast. A kiilonbozé biologiai folyamatoknak (biological process) megfeleld
génontologiai csoportok koziil a SpEv €s a 10 h bab allapot sordn is a biokémiai metabolikus
folyamatok, valamint a SpEv dallapotban a gamma-sugarzasra indukalodo fehérjék
csoportjaiba tartozd gének mutattak csokkent mértékli expressziot (2. tdblazat, Fiiggelék F1.
¢s F2. abra). A dADA2b hidnyaban az emelkedett expressziot mutatd gének egy része
metobolikus és proteolitikus folyamatoknak megfeleld génontologiai csoportokba sorolhatd

(3. tablazat, Fiiggelék F3. és F4. abra).
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__GO csoportok | pertek | E R
biologiai folyamat szint
G0:0009056 |catabolic process 2 8,01E-04 2,31 18/187
v
60:0044248 cellular catabolic process| 3 7,48E-04 2,57 15/187
organic hydroxy
& | co:1901615 |compound metabolic
UC-),‘ | process 3 1,59E-04 4,54 9/187
v A
alcohol metabolic
G0:0006066
o process 4 8,87E-04 5,31 6/187
ﬁ ] arginine metabolic
@ G0:0006525 | process 9 | 60805 | 324 | 3ns7
S response to gamma
P G0:0010332 L
o radiation 5 1,45E-04 | 22,41 3/338
S neutral lipid metabolic
(] .
< GO'OOP 6638 process 5 2,66E-05 12,45 5/338
He) v A
7 ) acylglycerol metabolic
© § GO:00068639 | 0 cess 6 | 2,66E-05 | 1245 | 5338
v H . i
triglyceride metabolic
< : 41
S G0:00066 process 7 8,94E-06 14,94 5/338
monosaccharide
G0:0046364 |, . .
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v i 5
hexose biosynthetic
G0:0019319
| process 7 3,53E-04 17,93 3/338
G0:0006094 |gluconeogenesis 8 1,45E-04 22,41 3/338

2. tablazat: A dAda2b mutiansban csokkent expressziot mutato gének kozott
azonosithato, szignifikansan feliillreprezentalt biologiai folyamatoknak megfelelo
génontoldgiai csoportok

A tablazatban az lathato, hogy a viszgalt fejlédési allapotokban (SpEv és 10 h bab) a dAda2b
mutansban csokkent expressziot mutatd gének mely biologiai folyamatnak megfeleld
génontoldgiai (GO) csoportokban mutatnak szignifikans feldasulast. A nyilak a hierarchidban
egymas alatt elhelyezedd GO csoportokat jeldlik. A tablazatban csak a P<0,001 szignifikancia
szintnek megfeleld csoportok vannak feltiintetve.

E (Enrichment) = (adott GO csoportba esd, csokkent expressziot mutaté gének szdma /
csokkent expresszidt mutatd gének szama) / (a microarray-en talalhato, adott GO csoportba
tartozo gének szama / a microarray-en talalhato 6sszes Drosophila gén)

R (Ratio) = adott GO csoportba es6, csokkent expressziot mutatd gének szdma / az 0sszes
csokkent expressziot mutatod gének szdma

Foként a korai baballapotban az emelkedett expresszioji gének egy jelentds része az
immunfunkciéval kapcsolatba hozhatd génontoldgiai csoportokba sorolhatd. Ezek kozott nagy
szdmban megtalalhatdéak példaul az antimikrobidlis humoralis immunvalaszt megvalosito, a
Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok, valamint a gombak elleni immunvédekezést

megval6sito fehérjék génjei.
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__GO csoportok — P-érték | E R
biolégiai folyamat szint
organonitrogen
G0:1901564 |compound metabolic
| process 3 8,05E-04 1,95 26/238
A\ H v
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GO'OOP 6022 process 4 3,40E-07 4,93 15/238
v - i
amino sugar metabolic
: 4
S GO 00|06O 0 process 4 2,37E-06 4,88 13/238
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G0:0006508 |proteolysis 5 1,04E-04 2,08 30/238
humoral immune
G0:0006959 response 3 4,38E-04 4,41 8/238
G0:0006952 |defense response 3 9,15E-04 2,63 14/238
GO:0044036 cell walllmacromolecule
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N cell wall macromolecule
©° G0:0016998 catabolic process 6 6,18E-04 9,48 4/328
™ G0:0006508 |proteolysis 5 8,27E-05 1,91 38/328
[%)]
] .
’>5<_ 60:0002376 immune system process 1 2,17E-07 3,44 23/328
o GO0:00p1704 |multi-organism process 1 5,50E-05 2,37 25/328
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e} IPT]
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g M response to other
T .
60:0051707 organism 3 7,26E-08 3,79 22/328
humoral immune
~c§ GO'00|06959 response 3 7,78E-10 6,39 17/328
v s .
- antimicrobial humoral
G0:0019730
S response 4 9,69E-11 7,82 16/328
G0:0009620 |response to fungus 4 6,96E-04 5,44 6/328
G0:0009617 |response to bacterium 4 3,93E-05 3,54 14/328
G0:0006952 |defense response 4 1,23E-06 3,12 23/328
v
) defense response to
G0:0050832 fungus 5 4,14E-04 5,96 6/328
defense response to
10042742 )
GO 00| bacterium 5 1,45E-04 3,52 12/328
M defense response to
G0:0050829 |Gram-negative
bacterium 6 1,24E-05 7,04 8/328
defense response to
60:0050830 Gram-positive bacterium 6 1,09E-04 6,16 7/328
50:0019731 antibacterial humoral
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3. tablazat: A dAda2b mutansban emelkedett expressziot mutaté gének Kkozott
azonosithato, szignifikansan feliillreprezentalt biologiai folyamatoknak megfeleld
génontoldgiai csoportok

A tablazatban az lathato, hogy a viszgalt fejlodési allapotokban (SpEv és 10 h bab) a dAda2b
mutansban emelkedett expressziot mutatd gének mely bioldgiai folyamatnak megfeleld
génontologiai (GO) csoportokban mutatnak szignifikans feldusulast. A nyilak a hierarchiaban
egymas alatt elhelyezedd GO csoportokat jelolik. A tablazatban csak a P<0,001 szignifikancia
szintnek megfeleld csoportok vannak feltiintetve.

E (Enrichment) = (adott GO csoportba esd, emelkedett expressziot mutatdé gének szama /
emelkedett expressziot mutatd gének szama) / (a microarray-en talalhatd adott GO csoportba
tartozo gének szama / a microarray-en talalhato 6sszes Drosophila gén)

R (Ratio) = adott GO csoportba es6, emelkedett expressziot mutatd gének szama / az dsszes
emelkedett expresszidt mutatd gének szama
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4.2 A dSAGA komplexre specifikus dADA2b alegység két izoformajanak a dSAGA

miikodésében betoltott funkcidja

Az acetilacio szerepérdl eddig kialakitott képtdl eltérden a transzkriptum analizis soran
a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié hidnyadban nemcsak csokkent, hanem emelkedett
transzkripcidt mutatd géneket is azonositottunk. Felvetddik a kérdés, hogy a kapott, ellentétes
iranyu transzkripcids valtozasok hatterében esetleg a dSAGA komplex heterogenitasa all-e,
vagyis hogy a dSAGA komplex esetleg tobbféle dADA2b alegység 0Osszetétellel is

el6fordulhat, amelyek esetleg mas-mas folyamatok szabalyozasaban vehetnek részt.

4.2.1 A dADA2bD izoformak expressziojanak vizsgalata

Megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 dADA2b fehérj¢k az egyedfejlodés kiilonbozod
szakaszaiban milyen mennyiségben termelédnek, valamint hogy milyen sejten beliili
elhelyezkedést mutatnak. A dADA2b fehérjék kozos, N-termindlis régioja ellen termeltetett

anti-dADA2b ellenanyag segitségével wite

genotipusy, kiillonbozé egyedfejlodési allapota
allatokon elvégzett western blot analizissel megvizsgaltuk a két fehérje expresszios
mintazatat. Részletes felbontdsban meghataroztuk az embrionalis allapotban, a harom (L1,
L2, korai L3) larva stadiumban, majd a bab allapot soran — kiilonos tekintettel a korai bab
allapotra — valamint kozvetleniil a babbodl vald kikelés eldtt allo és kifejlett egyedekben is a

dADA2b fehérjék szintjét (18. abra).

dAda2b™*

Bab

dADA2bDL pe
dADA2bS »

462 kDa
448,3 kDa

18. abra: Az ADA2bS és ADA2bL fehérjék expresszidja az egyedfejlodés soran az
embrionalis élet végén és a bab allapot kezdetén a legerdsebb
Az abran a jeldlt fejlédési allapotban vad tipusa (W™'®) egyedeken dADA2b specifikus
ellenanyaggal elvégzett western blot analizis eredménye lathato.
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Azt tapasztaltuk, hogy mindkét dADA2b izoforma az egyedfejlédés minden vizsgalt
szakaszaban jelen van, legnagyobb mennyiségben a korai bab allapotban, valamint az
embrionalis ¢élet soran fejezddnek ki. A dADA2bS fehérje szintje az L2, korai L3 stddiumban
¢s a kifejlett egyedekben a dADA2bL-hez viszonyitva rendkiviil alacsony, igy a rovid
izoforma mennyisége az egyedfejlodés soran egy sokkal nagyobb mértékli ingadozast mutat,
mint amit a dJADA2bL esetében lathatunk.

A dADA2b szoveti expressziojanak, illetve sejten beliili elhelyezkedésének in vivo
vizsgalatahoz a laborunkban korabban elkészitett, zold fluoreszcens (EGFP) fehérjével jelolt
dADA2bS, illetve dADA2bL izoformat a dAda2b promoéter iranyitasa alatt termeld
transzgenikus Drosophila torzseket hasznaltuk (dAda2bS-EGFP és dAda2bL-EGFP).
Fluoreszcens mikroszkopidval késéi L3 larvak nyalmirigyeiben megvizsgalva az izoformak
sejten belilli lokalizacigjat megallapitottuk, hogy mindkét dADA2b fehérje a sejtmagban
talalhato (19. abra).

EGFP DAPI Egyutt Nagyitas

dAda2bS-
EGFP

dAda2bL-
EGFP

19. abra: A dADA2bS-EGFP és dADA2bL-EGFP fehérjék expresszioja
Az abran késoéi L3 larvak nyalmirigyeiben az EGFP-vel jelolt dADA2b izoformak sejten
beliili lokalizacigja lathato.

Tehat két eltérd moddszerrel is azt az eredményt kaptuk, hogy a dADA2b fehérjék
expresszidja a metamorfozis kezdetén a legmagasabb, ami Osszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy a dAda2b gén miikodését megsziinteté mutacié (dAda2b®?) is a bab

fejlodésének korai szakaszaban, 12 oraval az elobab kialakulasa utan okoz letalitast [72].

43



4.2.2 A dADA2D rovid izoforma funkcionalis vizsgalata

Koréabbi kisérletek azt mutattak, hogy a dAda2b®? delécié hatasat a teljes dAda2b gén
visszajuttatdsa képes komplementalni [72]. Mivel err6l a genomi régiorél mindkét dADA2b
izoforma termelddik, felvetdodott az a kérdés, vajon a harmadik ADA motivumot nem

tartalmazo, rovidebb dADA2b izoforma 6nmagaban képes-e ellatni a teljes dADA2b funkciot.

4.2.2.1 A dADA2b izoformak vizsgalatahoz hasznalt transzgenikus torzsek

jellemzése

A dADA2bS fehérje funkcionalis vizsgalatahoz kétféle transzgenikus Drosophila
torzset hasznaltunk: egyrészt a dAda2b sajat promoterének szabalyozasa alatt allo, a dAda2b
endogén expressziojahoz hasonld kifejezédést biztositd transzgént (dAda2bS-EGFP
konstrukcio) hordozd torzset; masrészt az UAS-dAda2bS transzgenikus konstrukciorol
daugterless(da)-GAL4 driver segitségével tultermeld torzset (13. abra). Kontrollként a
dAda2bL-EGFP konstrukciot hordozd torzseket hasznaltunk, ahol a dAda2b promoter

iranyitasa alatt termelddik a rovid, valamint az EGFP fehérjével jelolt hosszl izoforma is.

dAda2b™
' da-Gal4 +
W dAda2bS-EGFP dAda2bL-EGFP UAS-dAda2bs
:Q 1R _Q 1o _Q ] | }
g 3 g 3 g 3
5 T 5 SRS 5 S 5 a a
€8 ¢ £9 ¢ £9 ¢ a 3
. R <+ dADA2bL

-EGFP

GADAZDL > S —— “Eere
JADA2DS > WIS s ——— .

20. abra: A dADA2b izoformak funkcionalis vizsgalatahoz hasznalt transzgenikus
torzsek dADA2b fehérje termelése a vad tipuséhoz hasonlo

Az 4bran vad tipusa (W %), dAda2b®*? mutans, valamint dAda2bS-EGFP, da-GAL4 + UAS-
dAda2bS és dAda2bL-EGFP transzgéneket tartalmazod torzsek kés6i L3 larvabol és késoi
babbdl késziilt fehérjemintain dADA2b specifikus ellenagyaggal késziilt western blot analizis
eredménye lathato.

A funkciondlis vizsgélathoz el6szor 6sszehasonlitottuk, hogy a transzgénekrol torténd

fehérjetermelés mértéke Osszemérhetdé-e a vad tipusban jelen 1évé dADA2b fehérjék

44



mennyiségével. Ehhez dADA2b fehérjére specifikus ellenanyaggal végzett western blot
analizissel késoi L3 larva és késo6i bab allapotban megmértiik a vad tipusa (ng) kontrollhoz
hasonlitva a dAda2bS-EGFP, da-GAL4 + UAS-dAda2bS ¢és a dAda2bL-EGFP
konstrukciokrol folydo dADA2b fehérjék kifejezodését (20. abra).

Mindkét fejlédési allapotban mind az endogén expressziot, mind a taltermelést
biztositd konstrukcidk esetében a dADA2b fehérjék kifejezodésének mértéke a vad tipuséhoz

hasonlo. Ezek alapjan tgy itéltik meg, hogy ezek a transzgenikus torzsek alkalmas

eszkozként szolgalhatnak a dADA2bS fehérje funkcionalis vizsgalatara.

4.2.2.2 A dADA2bS hatasa a dAda2b®*? delécié letalis fenotipusara

crer

A dAda2b®?  mutans fenotipus komplementacidjan  alapuld  kisérletekkel

842
b

megvizsgaltuk, hogy ha dAda2 mutans hattéren egyediill a rovid izoformat

expresszaltatjuk, akkor az dnmagéban képes-e menekiteni a mutacio okozta fenotipusokat.

Elészor megvizsgaltuk, hogy a dAda2b®®

mutacié okozta babletalitdst képes-e
menekiteni a rovidebb izoforma jelenléte. Ehhez az imént jellemzett expresszids rendszereket,
a dAda2b sajat promoterének szabalyozasa alatt termelddé (dAda2bS-EGFP), valamint az
UAS-GAL4 rendszer hasznalataval taltermeltetett (da-Gal4 + UAS-dAda2bS) dADA2bS
fehérjét expresszald torzseket hasznaltuk. Mindkét dADA2b izoforma kifejezOdését
megsziintetd dAda2b®? deléciot hordozd null muténs allatok 77%-a a bab éllapot korai
szakaszaban (P5 stddium) elpusztul, mig a maradék 23% eléri a bab allapot végét, és a
kikelést megel6zo allapotban (pharate adult stddium) pusztul el. Megnéztiik, hogy ha csak a
dADAZ2bDS izoforma van jelen, akkor az allatok hany szazaléka éri el az imago staddiumot. A
pozitiv kontroll (dAda2bL-EGFP) esetében mindkét izoforma (dADA2bL-EGFP +
dADA2bS) jelenléte a mutansok tobb mint 80%-aban volt képes a babletalitds menekitésére
(21. abra). A rovid izoforma Onmagaban viszont csak részleges menekitésre képes, az
endogén expresszid esetében a mutansok 12%-a érte el a kifejlett imagd allapotot, mig a
tultermeltetett esetben mar az allatok 50%-a is kikelt. A dAda2bS-EGFP konstrukcid esetében
kapott gyengébb menekités oka lehet az, hogy a kdzel 27 kDa nagysagi EGFP fehérje
jelenléte megzavarja a dADA2bS funkciojat, esetleg a fehérje stabilitasat. Mivel a 20. abran
bemutatott western analizis alapjan a dAda2b promoter a vad tipushoz hasonld expresszios

szintet biztosit, nem valdszinii, hogy a latott menekitési kiilonbséget a dAda2b promoter

crer
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dADA2bS fehérje csak részlegesen képes ellatni a dADA2b egyedfejlédés soran betdltott

funkciojat.
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21. abra: A dADA2bS fehérje részlegesen képes menekiteni a dAda2b® delécié okozta
babletalis fenotipust

A grafikon a dADA2bL-EGFP + dAda2bS, a dAda2bS-EGFP, valamint a da-Gal4 driver
segitségével kifejezett UAS-dADA2DLS genotipusok esetében, harom parhuzamos kisérletbdl
kapott menekitési adatok atlagat mutatja az L3 stadiumu larvak szazalékaban kifejezve a
kikelt Drosophildk mennyiségét.

4.2.2.3 A dADA2bS izoforma szerepe a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio

létrehozasaban

Ezekbdl az eredményekbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy mas dADA2b specifikus
funkciét hogyan képes a dADA2bS fehérje ellatni. Kutatocsoportunk kordbban kimutatta,
hogy a dADA2b hidnya megsziinteti a dSAGA komplex H3 hiszton 9-es lizinjének specifikus
acetilaciojat [72]. Megvizsgaltuk, hogy a dADA2bS fehérje jelenléte elegendd-e ezen HAT
funkcio ellatdsdhoz, ezért mindkét izoformat expresszald, valamint csak a révid dADA2b
izoformat tultermelé vandorld L3-as larvakban western blot kisérletben megvizsgaltuk a
H3K9 acetilacio szintjét (22. abra). Mindkét dADA2b fehérje jelenlétében a dSAGA
specifikus H3K9 acetilacio szintje a dADA2b mutansban tapasztalt alacsony szintrdl visszaall
a vad tipusban latott szintre. Egyediil a rovid izoforma jelenlétében is tapasztaltunk dSAGA
specifikus HAT aktivitast, viszont ennek a mértéke alacsonyabb, mint a vad tipusban. Ez az

eredmény is arra utal, hogy a dADA2bS izoforma dnmagaban nem képes teljes mértékben
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ellatni a dADA2b funkciot. Tehat a dADA2bS fehérje jelenlétében 1étrejové dASAGA komplex

csak részlegesen képes a H3K9 acetilaciora.
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22. abra: A dADA2bS izoforma jelenlétében csak részlegesen, mig mindkét dADA2b
izoforma jelenlétében teljes mértékben képes a dSAGA komplex a H3K9 acetilacio
létrehozasara

A western bolt kisérlet a mindkét dADA2b izoformat expresszaldo (dAda2bL-EGFP +
dAda2bs), valamint csak a rovidebb izoformat dAda2b mutans hattéren taltermel6 (da-Gal4 +
UAS-dAda2bS) L3 larvakban a 9-es lizinen acetilalt H3 hiszton fehérjék mennyiségét mutatja
a dAda2b mutéans (dAda2b®#?) és vad tipusu (W'**?) kontrollokhoz viszonyitva.

4.2.2.4 A dADA2bS izoforma szerepe a DmpS53 altal iranvitott apoptotikus

folyamatok szabalvozasaban

Eleszt6bdl szarmazo adatok alapjan a p53 tumor szupresszor fehérje transzkripciot
aktivald képességéhez sziikség van az ADA2/ADA3/GCNS adaptor komplex jelenlétére,
valamint humén sejtekben is igazoltak, hogy a p53 fehérje apoptozist indukald képességéhez
elengedhetetlen a hADA3 funkcio [82]. Ezzel 6sszhangban, a Drosophila dADA2b fehérje in
vitro kolcsonhat a Drosophila p53 fehérjével (Dmp53), valamint in vivo részt vesz a Dmp53
fehérje segitségével végbemend programozott sejthalal szabalyozasaban, ugyanis a dAda2b
mutacio hatidsara nagy dozisu ionizald sugarzast kovetden kevesebb sejt 1ép be az apoptozis
folyamataba [59] [72]. Ezen eldzetes adatokbol kiindulva megvizsgaltuk, hogy a dADA2bS
fehérje milyen funkciot tolthet be a Dmp53 altal iranyitott apoptotikus folyamatok
szabalyozasaban.

Az alkalmazott modszer elvi alapja az, hogy a nagy dozisu rontgensugarzas a DNS-
ben kettds szalu toréseket okoz, amelyeket a sejtek — a karosodds mértékéhez viszonyitva —
csak kis mértékben képesek javitani. gy azok a sejtek, amelyekben a karosodas mértéke
tullép egy szintet, a Dmp53 fehérje altal kivaltott apoptdzisban elpusztulnak [83]. A

kisérletben vad tipusu, dAda2b mutans, valamint csak a rovid dADA2bS izoformat
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expresszald larvakat nagy dozisi rontgensugarzasnak tettiink ki, majd az apoptdzisban
elpusztult sejteket acridine orange fluoreszcens festékkel lathatova tettiik, €s imaginalis
diszkuszokban meghataroztuk az apoptotizald sejtek szdmat. Rontgensugarzast kovetéen a
dADAZ2DS fehérje jelenlétében — a dAda2b mutansokhoz hasonléan — szignifikansan kevesebb
sejt 1ép apoptozisba, mint a vad tipus esetén (23. dbra). Tehat, ha az dADA2 adaptorok koziil
egyediil a dADA2bS fehérje van csak jelen, a Dmp53 fehérje nem képes megfeleléen

aktivalni az apoptotikus folyamatokat.
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23. abra: A dADAZ2bS izoforma jelenlétében ionizalé sugarzast kovetéen csokkent
mértékii apoptozis figyelhetéo meg

A grafikon vad tipusu (W''®), dAda2b mutans (dAda2b®*?) ¢és a rovid dADA2b izoformat
dAda2b mutans hattéren kifejezé (da-Gald + UAS-dADA2bS) kezeletlen illetve ionizald
sugarzassal kezelt larvak imagd korongjaiban az acridine orange festést mutatd, apoptotikus
sejtek szamat a diszkuszok méretére korrigdlva abrazolja. Az é&brdn harom fiiggetlen
kisérletben kapott értékek atlagai és az atlag szorasok lathatdak.

Osszességében elmondhatjuk, hogy bar a két dADA2b izoforma csak a C-terminalis
régidban kiilonbozik egymastol, funkcionalisan mégsem ekvivalensek, ugyanis tobb funkciot
is tesztelve, a harmadik ADA motivumot nem tartalmazé dADA2bS fehérje dnmagaban
mégsem képes a teljes dADA2b funkcio6 ellatasara. Ennek oka nem egyszeriien mennyiségi
kiilonbségbdl adodik, mivel a rovid izoforma taltermeltetése is csak részleges funkciot

eredményezett.
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423 A dJdADA2bS izoforma transzKkripcio szabalyozasra Kifejtett hatasanak

vizsgalata

A dADAZ2DS izoforma vizsgéalatandl tapasztalt részleges menekitéképesség hatterében
esetleg az allhat, hogy a dADA2bS fehérje jelenlétében 1étrejové dSAGA komplex a dADA2b
hidnyaban latott eltérd iranyu génmilkodés-valtozasok koziil csak az egyik iranya
génexpresszios  valtozasok szabdlyozasara képes. Ezen feltételezés igazolasdhoz
megvizsgaltuk, hogy a rovidebb dADA2b fehérje jelenléte a csokkent vagy az emelkedett
expressziot mutatdé dADA2b-fiiggd gének expresszidjat befolyasolja. Ehhez transzkriptum
analizist végeztiink dAda2b delécios hattéren a dAda2b promoter iranyitasa alatt dADA2bS-
EGFP fehérjét termeld SpEv allapota larvakon, melyet dsszevetettiik a vad tipust, valamint a
dAda2b delécios mutans esetében kapott expresszios adatokkal.

A 24. abran lathat6 a dAda2b null mutacio, valamint a dADA2bS fehérje jelenlétében
a vad tipustol eltéré expressziot mutatd gének szama. A dAda2b deléci6 hatasara mar
lathattuk, hogy 239 gén expresszidja lecsokkent a vad tipushoz képest, amiket dADA2b-fliggd
géneknek tekinthetiink. Meglepd mdédon a dADA2bS izoforma termelddése esetén ennél tobb,
309 gén mutatott csokkent expressziot. Ennek hatterénben allhatnak masodlagos szabalyozé
hatasok, példaul ha a dADA2bS izoforma represszor aktivitasu fehérjék transzkripcidjat is
szabalyozza. A két géncsoport kozotti atfedés nagy, a dADA2b-fiiggd gének 77%-a a
dADA2bS izoforma jelenlétében is a vad tipustdl eltérd expresszidot mutatott., mig a
dADA2b-fliggd gének 22%-anak (54) kifejez6déséhez a rovid dADA2b izoforma jelenléte is
elegendd. A teljes dAda2b funkcid hianyaban tapasztaltakhoz hasonléan, a dADA2bS fehérje
jelenlétében is taladltunk szamos olyan gént (274), amelynek az expresszidja a vad tipusban
mérthez képest megemelkedett. Az emelkedett expresszidoji dADA2b-fliggd gének 40%-anak
(135) a kifejezddését a dJADA2DS izoforma képes volt visszaallitani a normal szintre.

Lathattuk, hogy a dADA2bS izoforma a dSAGA-fiiggd gének csak egy részének a
megfeleld expresszidjahoz elegendd. A tobbi dASAGA-fiiggd gén kifejezddédéhez a hossza
dADAZ2b izoforma vagy esetleg mindkét izoforma egyiittes jelenléte sziikséges.

Az elvégzett transzkriptum analizis aldtdmasztotta, hogy a dADA2bS izoforma
Onmagaban a génexpresszids szabalyozasaban is csak egy részleges dAda2b funkcidt képes
betolteni. Bar a dADA2bS fehérje jelenlétében Iétrejovéd dSAGA komplex alapvetéen
mindkét irdnyld génexpresszids szabalyozasdban szerepet jatszik, a transzkripciot gatld
folyamatok kozvetitésében — akar elsddleges akar masodlagos hatdsokon keresztiil — mégis

hatékonyabbnak bizonyul.
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Csiokkent expresszioju gének Emelkedett expresszidji gének

dAda2b mutans dADA2bS | dAda2b mutans dADA2bS
(239) (309) (334) (274)

24. abra: A dADA2bS izoforma 6nmagaban a dAda2b-fiiggé gének 20-40%-anal képes a
génexpresszié szabalyozasban latott dAda2b funkcié betoltésére

Az abran lathaté a dAda2b null mutacio, valamint a dADA2bS fehérje jelenlétében a vad
tipustol eltérd expressziot mutatd gének szama

43 A dSAGA komplex altal létrehozott H3K9 acetilaci0 a génexpresszio

szabalyozasaban betoltott szerepének meghatarozasa

A microarray kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a dSAGA specifikus acetilacio
hianyéban bizonyos gének csokkent, bizonyos gének viszont emelkedett mértékii expressziot
mutatnak. Ezen valtozdsok hatterében viszont nem egy olyan jelenség all, hogy két, a
dADA2b alegység tekintetében eltérd Osszetételi dSAGA komplex kozil az egyik az
aktivacios, a masik a represszids folyamtok szabédlyozasaban jatszana szerepet. Annak
eldontésére, hogy a dSAGA funkcid kozvetlen hatasat lathatjuk-e mindkét iranya
transzkripcids valtozas soran, megvizsgaltuk, hogy ezek a valtozasok egyiittjarnak-e a H3K9
acetilacio lecsokkenésével. Ehhez kromatin immunprecipitacioés (ChIP) analizis soran w8 &g

dAda2b®? mutans SpEv L3 larvak esetén meghatarozott géneken megvizsgaltuk a H3K9

acetilacio szintjét és az RNS polimeraz 11, valamint a dJADA2b fehérje kotodését.

4.3.1 A ChIP Kisérletben vizsgalt gének jellemzése

A microarray kisérletben kapott expresszids valtozasok alapjan harom kategoridba
sorolhatjuk a géneket, ezek a dADA2b hianyaban csokkent illetve megemelkedett expressziot,
valamint expresszids valtozast nem mutatd gének. A kromatin immunprecipitacids analizis
soran mind a hdrom kategdriabol vizsgaltunk géneket. A csokkent expressziot mutatok koziil

a sugarbabe (sug), cap and collar (cnc) és a cyclin B (CycB) géneket valasztottuk ki. A

50



Cyclin B fehérje a sejtciklus egy fontos szabalyozo eleme, mig a sug és cnc gének aktivator
hatasu transzkripcids faktorokat kodolnak. Az emelkedett transzkripciét mutatd gének koziil a
Frost (Fst), Husl-like (Husl), valamint az Attacin-D (AttD) promoter régidin vizsgaltuk meg
a dSAGA specifikus acetilacid szintjét. A Frost gént azért is valasztottuk ki, mivel
Arabidopsisban korabban mar igazoltak, hogy a SAGA komplex részt vesz a hideg altal
kivaltott stressz hatdsara végbemend transzkripcio aktivacioban [60], a Frost fehérjét pedig a
hidegstresszre indukalodo fehérjeként azonositottdk [84]. Az Attacin-D az immunvélasz egyik
szerepldjeként ugyancsak stresszvalasz kialakitdsdban, a Husl-like pedig a sejtciklus
szabalyozasaban vesz részt. dSAGA-fiiggetlen géneknek tekintettiik azokat a géneket,
amelyek expresszioja a dADA2b fehérje hianyaban nem mutatott véaltozast. Ebbdl a
kategériabol a larva stadium végén erdsen expresszaldodd géneket — az L32 és S23
riboszomalis fehérjék génjeit (Ribosomal protein L32-RpL32, Ribosomal protein S23-RpS23)
— valasztottuk ki az analizishez. A 25. dbra a ChIP kisérlethez kivalasztott dSAGA-fiiggd
sugarbabe, cap and collar, cyclin B, Frost, Husl-like, Attacin-D, valamint a dSAGA-
fliggetlen Ribosomal protein L32, Ribosomal protein S23 transzkripciot mutatd géneknek a

microarray analizis soran a dAda2b mutansban tapasztalt expresszios valtozasait mutatja.
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25. abra: A ChIP analizishez Kivalasztott gének a microarray analizis soran, a dAda2b
mutansban tapasztalt expresszios valtozasai

[sug-sugarbabe, cnc-cap and collar, CycB-cyclin B, Fst-Frost, Hus1-Hus1-like, AttD-Attacin-
D, RpL32-Ribosomal protein L32, RpS23-Ribosomal protein S23]
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A kivélasztott gének promoter régioin, valamint a sug, cnc, Fst és Husl gének
esetében a gén 3’ végi részén is megvizsgaltuk az RNS polimeraz II, a dADA2b fehérje,
valamint a H3K9 acetilacié jelenlétét. Kontrollként négy intergenikus région (Intergenic

region 1-4) is meghataroztuk a kotédés mértékét.

4.3.2 A RNS polimeraz II mennviségének meghatarozasa a modosult

transzkripciot mutato gének teriiletén

Annak kideritésére, hogy az RNS polimeraz II kotodése a tapasztalt expresszids
valtozasokkal Osszhangban van-e, RNS polimeraz II elleni ellenanyaggal vad tipust és
dAda2b mutans larvakon ChIP-t végeztink a dSAGA-fiiggo, illetve a dSAGA-fiiggetlen
géneken. A dSAGA-fiiggetlen RpS23 ¢és RpL32 génekhez kapcsolodd RNS polimeraz 11
mennyisége mindkét genotipus esetén kozel azonos, mig a dASAGA-fliiggd géneken a dAda2b
mutansban kapott kotdédés jelentdsen eltér a vad tipusétol (26. abra). Tehat a transzkripcios
valtozasoknak megfeleléen modosul a géneken jelen 1évo RNS polimeraz II mennyisége: a
dADAZ2b hianyaban csokkent transzkripciot mutaté géneken kevesebb, mig a fokozottan atirt

gének promoterein tobb RNS polimeraz II mutathato ki.
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26. abra: A dSAGA-fiiggo gének teriiletén a dAda2b mutacio okozta expresszios
valtozasoknak megfelelden alakul a kotédott RNS polimeraz II mennyisége

Az abran a w'*® &s dAda2b®*? mutans mintakban Q-PCR-rel meghatarozott, RNS polimeraz II
altal kotott genomi régiok mennyisége lathatd a teljes bemért kromatin %-aban (TIC %)
abrazolva.
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4.3.3 A dADA2b fehérje kotodésének meghatarozasa a dSAGA-fiigg6, valamint a
dSAGA-fiiggetlen gének teriiletén

Ezt kovetden azt szerettik volna megallapitani, hogy a dAda2b mutansok
transzkriptumanalizise sordn eltérd expressziot mutatd gének szabalyozasaban kozvetlen
funkeiot lat-e el a ASSAGA komplex. Ezért w8 és dAda2b muténs SpEv larvakon a dSAGA
komplexre specifikus dADA2b fehérje elleni ellenanyaggal is kromatin immunoprecipitaciot
végeztiink (27. abra). Ennek soran a vad tipusban mind a dSAGA-fiiggd, mind a dSAGA-
fliggetlen gének promoterén és 3°végén is gyenge dADA2b kotddést tapasztaltunk. A dAda2b
mutansok esetén is minden vizsgalt région ugyan nagyon gyengén kimutathatdé volt a
dADA2b kotddés, de ebben a kategoéridban a kotddés erdssége altalaban a vad tipus esetén
kapott értéknek csak az 50 %-a volt. Ez a dAda2b mutacio jelenlétében tapasztalt csokkent
mértékit kotddés arra utalhat, hogy a kimutatott kotddés valojaban a dADA2b fehérje
jelenlétéhez kothetd. Bar teljes larvan ebben a fejlodési allapotban elvégzett western blot
analizisben mar nem kimutathat6 az anyai hatasi dADA2b fehérjék jelenléte, a dAda2b
mutans esetében is tapasztalt enyhe dADA2b ko6tédést vagy a kromatin immunprecipitacios
eljaras nagyobb érzékenységébol, vagy esetleg a dADA2b ellenanagy asecifikus kotddésébol
fakadhat [85]. A fenti megfigyelés aldl csak a Frost promotere és 3° régidja a kivétel, ahol a
dAda2b mutacio esetén is hasonld mértékii dADA2b kotodést tapasztaltunk, mint a vad
tipusban. Ezek alapjan elmondhato, hogy a dSAGA-fiiggd gének kdoziil a sug, a cnc, a CycB és
a Husl génekhez kotddik a dADA2b fehérje, tehat ezek a gének a dASAGA komplex direkt
célgénjeinek tekinthet6k. A transzkripcidos adatok alapjan dSAGA-fiiggetlen géneknek
tekintett RpS23 és RpL32 gének promoter régidin is kimutathatd volt a dADA2b jelenléte.

4.3.4 A dSAGA specifikus H3K9 acetilacio szintje az eltéro iranyu transzkripcios

valtozast mutatdo dASAGA-fiiggd gének teriiletén

A dADA2b fehérje kotddése alapjan dSAGA célgéneknek tekintett régidokon
megvizsgaltuk, hogy a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié kozvetlen szerepet tdlt-e be a
génexpresszio szabalyozasaban, vagyis hogy az eltérd iranyu transzkripcids valtozast mutatod
géneken hogyan alakul a H3K9 acetilacié szintje. Ehhez w''*® ¢és dAda2b®? mutans SpEv
larvakban dSAGA-fiiggé és dSAGA-fiiggetlen transzkripcidt mutatdé géneket, valamint
intergenikus kontroll régidkat vizsgalva K9 acetilalt H3 hiszton elleni ellenanyaggal ChIP
kisérletet végeztiink (28. abra).

53



0,14 -
- v

I dAdaz2b™?
0,12 -

0,10 -

0,08

0,06 -

Ada2b kétédés (TIC %-aban)

0,04
o D H I I H
<°(° ofbrb &06\ .00'5 &0(0 ‘o(o <°(° <°<° c}rb ‘0@ .@%
Q¢ P Q& R Qa9 N SR\
o o 1 2 SV 2 N
) < \‘0 =] N W \)"
G QL X \»}g,‘\ »

27. abra: A dADAZ2b fehérje kotodése kimutathaté a sug, cnc, CycB, Husl, RpS23 és az
RpL32 gének Prométer régioiban

Az 4bran a w8 és dAda2b®? mutans mintakban Q-PCR-rel meghatérozott, JADA2b 4ltal
kotott genomi régidk mennyisége lathatd a teljes bemért kromatin %-aban (TIC %) dbrazolva.
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28. abra: A H3K9 acetilaci6 szintje a dAda2b mutacié hatasara mind a csokkent, mind
az emelkedett expresszioju dSAGA-fiiggé gének teriiletén lecsokkent, mig a dSAGA-
fiiggetlen és az intergenikus szakaszokon nem valtozott

Az dbran a w'® ¢ dAda2b®? mutans mintdkban Q-PCR-rel meghatarozott, H3K9ac
ellenanyag altal kotott genomi régiok mennyisége lathato a teljes bemért kromatin %-aban
(TIC %) abréazolva.
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Lathato, hogy a dSAGA-fliggetlen, erdsen expresszalodd riboszémalis fehérjék
génjein (RpS23 ¢és RpL32) rendkiviill magas a H3KO9ac szintje, és ez a nagymértékii
acetilaltsag a dADA2b fehérje hidnydban is fennmaradt. Ezzel szemben a dSAGA-fiiggd
gének koziil, mind a csokkent, mind az emelkedett transzkripciot mutaté géneken a dADA2b
hidnyaban lecsokkent a H3K9 acetilaci6 szintje. A kontrollként hasznalt intergenikus
génszakaszokon az acetilacio szintje joval alacsonyabb volt, mint az atirt régiokon, amit a
dSAGA komplex nem befolyasolt. A latott acetilacios kiilonbségek adodhatnanak abbdl, hogy
a kiilonbozé régiokon és kiilonbozé genotipusok esetében eltérd lehet a nukleoszomak
mennyisége, ezért hiszton H3 fehérje elleni ellenanyag segitségével elvégzett ChIP
kisérletben a vizsgalt régiok nukleoszomalis lefedettségét is meghataroztuk (29. abra). Mind a
vad tipus, mind a dAda2b mutans esetében hasonldé mértékii lefedettséget kaptunk az Gsszes
vizsgalt région, ami arra utal, hogy a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié hianya nem okoz
jelentds valtozast a DNS nukleoszéma lefedettségében. Egy genotipuson beliil a vizsgalt
genomi régidk nukleoszomakkal torténd boritottsaga kozott viszont jelentds kiilonbség
figyelheté meg. Ezért a H3K9 acetilacios szintre vonatkozé adatokat korrigaltuk, leosztottuk a
nukleoszoémalis lefedettséggel, igy megkaptuk, hogy a kérdéses régidkban talalhatod
nukleoszémak a hiszton H3-as fehérje 9-es lizinjén milyen mértékben acetilaltak (30. abra).
Lathato, hogy a magas expresszidju riboszomalis fehérjék génjeinek (RpS23, RpL32)
acetilaci6 a dSAGA hianyaban is fennmarad. Az alacsonyabb mértékben expresszalodo,
dSAGA-fiiggd gének teriiletén 1évé nulkeoszomdk alacsonyabb szinten acetilaltak, és ez a
H3K9 acetilacié egy része dSAGA-fliggd, ugyanis a dAda2b mutacié hatasara szintje
jelentdsen lecsokken. Mind a csdkkent, mind a ndvekedett expressziot mutatd gének teriiletén
megfigyelheté ez a dASAGA specifikus H3K9 acetilacio jelenléte.

Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a dSAGA ¢és az altala 1étrehozott H3K9
acetilacid O0sszefiigg a latott transzkripcios valtozasokkal, viszont 6nmagdban nem hatarozza

meg azok iranyat.
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29. abra: A vad tipus és a dAda2b mutans esetében ChIP kisérletben vizsgalt régiok
nukleoszomalis lefedettsége hasonld, viszont egy genotipuson beliil a kiilonb6z6 régiok
kozott a nukleoszomak men 8ylsegét illetéen jelentds eltérés tapasztalhato

Az 4bran a w''® és dAda2b®” mutins mintakban Q-PCR-rel meghatarozott, H3 hiszton
fehérjére specifikus ellenanyag altal kotott genomi régidk mennyisége lathatd a teljes bemért
kromatin %-aban (TIC %) abrazolva.
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30. abra: Az erdésen expresszalodé gének teriiletén 1évéo nukleoszomak a dSAGA
komplextdl fiiggetleniil magas szinten acetilaltak, mig a dSAGA-fiiggetlen gének kisebb
mértékii, dSAGA specifikus acetilacios mintazatot mutatnak

Az abran a W8 ¢s dAda2b®” mutans mintak esetén a nukleoszomalis lefedettséggel (H3
specifikus ChIP eredmények) korrigalt H3K9 acetilaciot felismerd ellenanyaggal kapott ChIP
eredmények lathat6 a teljes bemért kromatin %-aban (TIC %) abrazolva.
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4.4 A dSAGA specifikus H3K9 acetilacio génaktivacioban betoltott szerepének

vizsgalata

Az eddigi eredményekbdl lathattuk, hogy egy jol meghatarozott fejlodési allapotban a
H3K9 acetilacid6 meghataroz6 szerepet tolt be bizonyos gének expressziojanak
szabalyozasaban, viszont arrdl, hogy a génaktivacié folyamatanak szabalyozasdhoz hogyan is
jérul hozzéd ez az acetilacio, még keveset tudunk. A dSAGA specifikus H3K9 acetilacié a
génexpresszio szabalyozasaban betoltott szerepének tovabbi vizsgalatara egy in vivo, jol
indukalhat6 rendszert kerestiink, ahol konnyen feltérképezheté a génaktivaciot kisérd

acetilacios mintazat alakulasa.

4.4.1 A H3K9 acetilacio szintjének meghatarozasa az aktivalt hosokk gének

teriilletén

Eldszor egy durvabb megkdzelitésban vizsgaltuk meg, hogy egy erdteljes génindukcid
folyamatat hogyan befolydsolja a dSAGA specifikus H3K9 acetilacid szintje. A
génexpresszio durvabb, de in vivo nyomon kovetésére a hésokk géneket valasztottuk, mint
kénnyen indukalhato és jol detektalhaté modellt. A génaktivaciohoz w'*® és dAda2b®?
mutans vandorld L3 larvdkban 30 perces 37 °C-os inkubacidval indukéltuk a hésokk gének
atirasat. Ezt kovetéen a larvdak nyalmirigyeibdl oOridskromoszoémat preparaltunk, ¢és
immunfestéssel meghataroztuk az aktiv génatiras helyén a H3K9 acetilacio és az RNS
polimeraz II jelenlétét. A kisérlet soran megvizsgaltuk, hogy a génaktivacioval 6sszekapcsolt
H3K9 acetilaci6 hidnydban is kialakulnak-e az aktiv génmiikodést jelzd, fellazult
kromatinszerkezetb6l adodoé puffok az oOridskromoszoéman, valamint hogy itt, az aktiv
transzkripcid helyén tapasztalhato-e fokozott hiszton H3K9 acetilaci6. A kromoszoémak
immunfestése soran vad tipus esetében sem tapasztaltuk a hdsokk puffok teriiletén az
acetilaci6 felhalmozodasat (31. abra). Lathatd, hogy a dAda2b mutansoknal a dSAGA
specifikus H3K9 acetilacié hianyéaban is kialakulnak a hdsokk puffok, és az RNS polimeraz II
is kotédik ezen régidokhoz (31. A. dbra). Az RNS polimerdz II C-termindlis doménjének 5-6s
pozicioban talalhaté szerin foszforildlt formajat felismerd ellenanyaggal végzett
immunfestésbol azt lathatjuk, hogy ez az aktiv, atirast végzd polimerdz a dADA2b hidnyaban
is képes a hésokk génekhez kotddni, tehat feltételezhetd, hogy az RNS polimeraz II H3K9

acetilacio hianyaban is képes a transzkripcid iniciacidjara (31. B. abra). Ebbdl arra
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kovetkeztethetiink, hogy a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio jelenléte a hdsokk gének

esetében nem kizardlagos eldfeltétele a transzkripcid inicidcidjanak.
A w' dADA2bY

B Fazis kontraszt H3KO%ac Pol 11

dADA2b™

31. abra: w''® & dAda2b®? vandorlé L3 larvak nyalmirigy 6riaskromoszéoma
preparatumain a hdosokk gének aktivalasakor az RNS polimeraz II kotodik a hésokk
puffokba, mig a H3K9 acetilacio szintjében nem figyelhet6 meg emelkedés

A. A 87A/87C citoldgiai régioban talalhatd hdsokk gének aktivalasakor kialakuldé hdsokk
puffok teriiletén az RNS polimerdz Il mennyisége, valamint a H3K9 acetilacioé szintje lathato
vad tipust és dAda2b mutans vandorl6 L3 larvakban.

B. A 93D citologiai régidban talalhato hésokk puffokban az aktiv, a C-terminalis domén 5-0s
szerinjén foszforilalt RNS polimeraz II, valamint a H3K9 acetilacio szintje lathat6 vad tipusu
¢s dAda2b mutans vandorlé L3 larvakban.

4.4.2 A génaktivaciot kiséro H3K9 acetilacio mintazatanak meghatarozasa az

Eip74EF és Eip75B ekdizon indukalt korai géneken

A génaktivacid teljes folyamatat kisérd hiszton acetilacid részletesebb
feltérképezéséhez az ekdizon hormon altal szabalyozott géneket valasztottuk modellnek. Ez a

szteroid novekedési hormon a Drosophila egyedfejlédése soran jol meghatarozhatd
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idépontokban jelenik meg, amikor a receptorahoz (EcR-USP) kotédve a kialakulo ligand-
receptor komplex kozvetleniil indukalja célgénjei transzkripcidjat. El6szor az un. korai gének
indukélodnak, amelyek altaldban transzkripcios faktorokat kodolnak, amelyek tovabbi, Un.
kés6i gének expresszigjat aktivaljak, amelyek kialakitjdk az adott allapotra jellemzd
génexpresszios mintazatot.

A génaktivacid soran megjelend acetilacios mintdzat meghatarozasara két korai
ekdizon altal indukalt gént - Eip74EF ¢és Eip75B — valasztottunk ki. Mindkét gén Osszetett
transzkripcids egység, amely tobb alternativ promoterérdl szdmos transzkriptumvarians
termelddik (32. abra). Az Eip74EF gén esetében az RA és az RB transzkriptum, az Eip75B

génnél az RC varians termelddését €s promotereik acetilaltsagi allapotat vizsgaltuk.

Eip74EF

I E74RA-P E74RA-| | | E74RB-P E74RB-| | E74ex |

f t t t t 10 kb
RD

:: RB

RC

Hi RA

Eip75B | ezsrep | | EsreH | E

t t } } t } } t t t 10 kb
RA
RC
RD
RB

32. abra: Az Eip74EF és Eip75B gének szerkezete

A FlyBase adatbdzis alapjan mindkét génrdl alternativ promoterek, valamint alternativ
splicing mechanizmussal 4-4 transzkript varians képzddik (RA, RB, RC, RD). A
génexpresszios analizis soran az Eip74EF-RA, Eip74EF-RB ¢és az Eip75B-RC variansok
termelddését vizsgaltuk az elsd intronok teriiletére tervezett primer parok (E74RA-I, E74RB-
I, E75BC-I) segitségével. Az abra jeloli az ChIP soran hasznalt primer parok elhelyezkedését
is.

A génmiikddéssel kapcsolatba hozhat6 hiszton mddositasi mintdzat feltérképezéséhez
el6szor meghataroztuk az L3 larvastadium soran az Eip74EF-RA, Eip74EF-RB és az Eip75B-
RC transzkriptumok kifejezddésének a mintdzatat. Ehhez az L3 larva stadium soran 4
orankénti felbontasban az RNS-ek els6 intronjara tervezett primerek segitségével megmértiik
a képz3d6 transzkriptumok mennyiségét. gy az RT-PCR reakci6 soran nem a felhalmozodo,
érett mRNS-ek mennyiségét, hanem kozvetleniil az indukcié soran termelédé nascens RNS

mennyiségét hatdroztuk meg, amely sokkal jobban tiikrozi a gén aktivitasat.
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Az L3 larva stadium egyes szakaszai (6rakban kifejezve)

33. abra Az Eip74EF-RA, Eip74EF-RB és az Eip75B-RC prométerek transzkripcios
aktivitasa az L3 larvastadium soran

Az &bran a w'*® 4llatokban a harmadik larvastadium soran az Eip74EF-RA, Eip74EF-RB és
az Eip75B-RC promoterekrol képz6édé RNS-ek mennyisége a kontrollként alkalmazott RpL32
gén expresszidjahoz viszonyitva lathatdo. Az dabrazolt értékek harom fliggetlen kisérlet
atlagabol szarmaznak.

Az analizis alapjan a kiilonb6z6 promoterek eltérd ekdizon koncentracional
aktivalodnak, valamint a létrejott indukcié mértéke is eltéré (33. abra). Az Eip74EF-RA
promoter alacsony ekdizon szintnél gyakorlatilag represszalt allapotban van, majd csak az L3
larva stadium legvégén megjelend magas ekdizon szintnél aktivalodik. Az itt latott indukcid
mértéke rendkiviil magas, az L3 larva stadium elején mérthez képest tobb, mint huiszszoros
mennyiségben van jelen. Az Eip74EF-RB belsé promoterrdl képz6dé RNS az L3 larva
stadium elsd felében alacsony mennyiségben van jelen, ami a stddium masodik felében egy
kisebb, legfeljebb haromszoros emelkedést mutat. Ezen promoter a teljes larva allapot soran
egy kozepes szintli aktivitast mutat. A masik korai gén, az Eip75B RC belsé promotere az
Eip74EF-RB-hez hasonldéan mar alacsonyabb ekdizon szintnél, az L3 stadium els6 felében
kozepes aktivitdst mutat, ami az L3 stddium végére hatszorosdra emelkedik. A mért
génexpresszio szintje megkozeliti az Eip74EF-RA promoter esetében mért szintet, viszont a
1étrejott indukceid mértéke nem éri el az Eip74EF-RA promoter esetében tapasztaltat.

A génaktivaciot kiséré H3K9 acetilacios szint meghatarozasdhoz harom idépontot, egy

ekdizon indukcid el6tti allapotot, valamint egy-egy, az indukcid korai és késdéi fazisaba esd
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idépontot valasztottunk ki. Ezek az iddpontok konnyen és jol azonosithatd egyedfejlodési
stadiumoknak felelnek meg. Az indukcid el6tti, alacsony ekdizon szinthez kothetd allapotot
(28-32 h) ugy azonositottuk, hogy 4 o6rds ablakkal L2-L3 larvastadium kozotti vedlésre
szinkronizaltuk az allatokat, majd ettdl a null idéponttdl szdmolva 28 ora elteltével gyjtottiik
Ossze a larvakat. Masodik vizsgalati idopontnak a vandorldé L3 larvastddiumot (wL3)
valasztottuk. Ez az L3 larva-elobab atmenet el6tt kb. 10 6raval kezdodik el, amikor a larvak
elhagyjak a taptalajt, nem taplalkoznak, a fiola falan ,,vandorolnak”. Ezt az egyedfejlédési
allapotot az ekdizonszint emelkedése valtja ki. A harmadik vizsgalati idOpontnak az L3 larva
allapot legvégét valasztottuk, amikor a rendkiviil magas ekdizonszint beinditja a larva-elébab
atalakulast (SpEv). Ezen folyamat soran a larva mozdulatlannd valik, teste rovidiilni kezd,
valamint megjelennek az anterior spirakulumok. Az emlitett hdrom idépontban kromatin
immunprecipitaciot végeztiink acetilalt H3K9 elleni ellenanyaggal, ¢és meghataroztuk
acetilacidé mennyiségét az Eip74EF és Eip75B gének kiilonboz6 szakaszain. Specifikus
primerek segitségével az Eip74EF-RA (E74RA-P), Eip74EF-RB (E74RB-P) és az Eip75B-RC
(E75RC-P) promotereknek megfeleld régidt, valamint mindhdrom transzkriptum esetén a
promotert kovetd elsé intron teriiletét (E74RA-I, E74RB-I, E75RC-I), valamint a
transzkriptumok 3’ végi exonikus régionak (E74ex, E75ex) megfeleld genomikus teriileteket
vizsgaltuk meg (32. abra). Kontrollként meghataroztuk egy intergenikus région és egy
konstitutivan magas szinten atirodé gén (RpL32) promdterén is az acetilacid mennyiségét. Az
elvégzett ChIP kisérletben az Gsszes altalunk vizsgalt genomi régioban sikeriilt detektalni a
H3K9 acetilaciot (34. abra). Az eukromatikus teriileten elhelyezkedd intergenikus kontroll
régiohoz viszonyitva az acetilacié szintje kisebb mértékii feldusulast mutat a promoter és az
intronikus régiok teriiletén az adott promoter aktivitasanak megfeleléen. Példaul az Eip74EF-
RB promoter a vandorld larva stddium soran mutat legnagyobb indukciot, amely a promoéteren
lathat6 acetilacio mennyiségében is tiikkrozodik. Az Eip74EF-RA és az Eip75B-RC promoterek
a SpEv allapotban latott nagymértékii aktivacionak megfeleléen ebben az allapotban a
legnagyobb mértékben acetilaltak. Emelett a H3K9 acetilacidé mennyisége aranyos volt az
adott génrdl folyo transzkripcid erdsségével, ugyanis ezen modositds szintje a kontrolként
hasznalt magas szinten expresszalodo, riboszomalis fehérjét kodolo gén (RpL32) promoterén
egy nagysagrenddel magasabb volt, mint a vizsgalt ekdizon indukalt géneken. Tehat a H3K9
acetilacié az altalunk viszgalt géneken egy altaldnosan el6forduld modositds, amely a

promoterek kornyékén az expresszio mértékével ardnyos feldusulast mutat.
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34. abra A H3K9 acetilicio egy altalinosan jelen 1évé hiszton médositas, amelynek
szintje korrelal a transzKkripcio erdsségével

Az abran a Q-PCR-rel meghatarozott, H3K9ac ellenanyag altal kotott genomi régiok
mennyisége lathato a teljes bemért kromatin %-aban (TIC %) abrazolva, korrigalva az adott
régid nukleoszomalis lefedettségével. A grafikon harom fliggetlen kisérlet soran kapott
értékek atlagait €s szorasait mutatja.

4.4.3 Az Eip74EF és Eip75B gének aktivacioja soran megjelené H3K9 acetilacios

mintazat létrehozasaért felelos HAT azonositasa

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a dISAGA komplex felelds-e az Eip74EF és Eip75B
gének aktivacidja soran jelen 1évo H3K9 acetilacido létrehozasaért. Ehhez H3K9ac ellen
specifikus ellenanyaggal kromatin immunprecipitaciot végeztink dAda2b®* deléciot
heterozigdta valamint homozigota forméaban hordozo vandorld L3 stadiumu larvakon (wL3)
(35. abra). Lathato, hogy az Eip74EF és Eip75B ekdizon indukalt géneken altalanosan
el6forduld H3K9 acetilacio 1étrehozasaért a dASAGA komplex a felels, ugyanis a dAda2b
gént inaktivalo deléciot homozigota formaban hordozé larvakban a H3K9 acetilacio szintje
ezeken az ekdizon indukalt géneken a felére esik vissza. A heterozigdta kontroll esetében az
ekdizon indukalt gének promoterei koziil ebben a fejlédési allapotban a legerdsebben
expresszalodo Eip74RB izoforma promoétere (Eip74EF-RB prom) a legmagasabban acetilalt.
A magas szinten atirt, dSAGA-fiiggetlen RpL32 gén promoéterének H3K9 acetilacios szintje
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egy nagysagrenddel magasabb az ekdizon indukalt génekénél. Ezek az eredmények is
aldtdmasztjak a vad tipusu larvakon a H3K9 acetilaciorol tett megallapitasunkat, miszerint

ezen acetildcid mennyisége ardnyos az adott génrdl folyo transzkripcid erdsségével.
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35. abra Az Eip74EF és Eip75B ekdizon indukalt gének teriiletén jelen 1évé H3K9
acetilacio létrehozasaért a dADA2b tartalmi dSAGA komplex a felelos

Az 4bran a dAda2b®™* homozigota mutans (dAda2b®?/dAda2b®#?) és heterozigota kontroll
(dAda2b®**?/TMé6c) vandorlo L3 stadiumu larvakban a Q-PCR-rel meghatarozott, H3K9ac
ellenanyag 4ltal kotott genomi régiok mennyisége lathatod a teljes bemért kromatin %-aban
(TIC %) ébrazolva, korrigdlva az adott régidé nukleoszomalis lefedettségével. A grafikon
harom fiiggetlen kisérlet soran kapott értékek atlagait és az atlag szoérasokat (SEM) mutatja.

4.4.4 A dSAGA specifikus H3K9 acetilacio szerepe az Eip74EF és Eip75B ekdizon

indukalt gének aktivaciojaban

Lathattuk, hogy a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié a génaktivacio soran jelen van
az EIp74EF és Eip75B gének teriiletén, és szintje Osszefiigg az adott génrdl folyd
transzkripcid erdsségével. Annak megfejtésére, hogy milyen funkcidt tolt be az ezeken a
génen megfigyelt H3K9 acetilacié azok aktivacidja sordn, megmértilk hogyan alakul az
Eip74EF és Eip75B ekdizon indukalt gének aktivacioja a dASAGA specifikus H3K9 acetilacio
hidnydban. Ehhez RT-Q-PCR kisérletben a dAda2b®*? deléciot homozigdta, valamint

kontrollként heterozigéta formaban hordozé L3-as larvdkban meghatdroztuk indukci6 elétt, az
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indukci6 korai és késdi fazisdban a termel6d6 Eip74-RA, Eip74-RB valamint az Eip75-RC
transzkriptum mennyiségét. Az indukcid el6tti allapotnak az L3 larva stddium kezdetétdl
szamitott 24-28 oOréds idépontot tekintettiikk, a mért indukcidk mértékét ehhez a kiindulési
expresszios adatokhoz viszonyitottuk. A korai, valamint a késdi indukcios periodusoknak az
L3 larva stadium kezdetét 40-44, valamint 46-48 oraval kovetd idészakokat tekintettiik. A
korabban leirt expresszios profiloknak megfeleléen az Eip74EF-RB valamint az Eip75B-RC
promoterek esetében az indukcio korai és késoi fazisdban két-haromszoros mértékii aktivaciot
tapasztaltunk, amely kis mértékben csokken a dADA2b hianyaban (36. dbra). Az ekdizon
indukcio késoi fazisaban az Eip74RA transzkriptum mennyiségében tapasztalt nagymértékii
novekedés a dADA2b fehérje hianyaban elmarad, tehat az Eip74EF-RA promoter

nagymértékii indukcidjahoz sziikséges az dSAGA specifikus altalanos acetilacio jelenléte.

Eip74EF-RA Eip74EF-RB Eip75B-RC
16 5 5
14 = dAda2b®¥TMEc
2 4 == dAda2b®?/dAda2b®4? 4
N 12
wn
g 10 3 3
g
x 8
2 6 2 2
k]
e 4 1 1
2 - 1 i
ol MR el 0 ! : : 0
24-28 h 40-44h 46-48 h 24-28 h 40-44 h46-48 h 24-28 h 40 44 h 46- 48 h
L3 L3 L3 L3 L3 L3 L3 L3

36. abra Az Eip74EF-RA prométer aktivacioja elmarad, az Eip74EF-RB és Eip75B-RC
promoter indukcidja csak kis mértékben csokken a dSAGA specifikus acetilacio
hianyaban

Az 4bran a dAda2b™+ homozig6ta mutans és heterozigota kontroll egyedekben az L3 larva
stidium harom kiilonb6z6 szakaszaban Q-PT-PCR kisérlettel mért Eip74RA, Eip74RB
valamint Eip75RC transzkriptumok mennyisége a 24-28 oras/indukcid eldtti értékekhez
viszonyitva lathato.
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5. Eredmények megvitatasa

A nukleoszémalis hiszton fehérjék acetilacigja nagymértékben hozzajarul a
kromatinszerkezet dinamikus atalakitasahoz, igy fontos funkciét tolt be a transzkripcid
szabalyozasaban. Szamos megfigyelés alapjan a hiszton fehérjék acetilacioja az aktiv
transzkripcidval hozhato 0sszefliggése, viszont a szabalyozasi folyamat pontos részletei még
kevésbé ismertek. A szabdlyozas részleteinek megismeréséhez nagymértékben hozzajarulnak
a hiszton acetiltranszferdz (HAT) enzimek vizsgalata soran nyert informaciok. Az egyik
legjobban jellemzett HAT aktivitasu fehérje a GenS, amely tobb alegységes fehérje komplex
tagjaként latja el acetilacios funkciojat [45]. A GenS-tartalmi HAT komplexek ADA-tipust
adaptor fehérjéket is tartalmaznak, amelyek a Gen5 fehérje aktivitdsdnak és specificitasanak a
meghatarozasaban jatszanak szerepet [47]. A Drosophila-ban el6fordulo egyik GenS-tartalmu
HAT komplex, a dSAGA acetilacios moduljanak egyik alegysége a dADA2b fehérje, amely
sziikséges a komplex H3 hiszton 9-es és 14-es lizinjére specifikus acetilacios aktivitdsahoz
[72]. A dolgozatomban a dADA2b funkciot eltavolité (dAda2b®?) delécié alkalmazasaval
meghataroztuk, mely gének szabalyozasaban vesz részt a dSAGA specifikus H3K9 és H3K 14
acetilaci6, valamint hogy e modositasok szintje hogyan befolyasolja a génaktivaciot. Az
ismertetett eredmények segitségével jabb informaciokat nyerhettiink a dSAGA specifikus

H3K09 acetildci6 transzkripcid szabdlyozasaban betoltott szerepérdl.

5.1 A dSAGA acetiltranszferaz komplex szabalyozasa alatt allo gének

Teljes transzkriptum analizist végeztiink vad tipusu és dAdazb mutans egyedeken,
hogy meghatarozzuk adott egyedfejlodési stadiumokban mely gének expresszidjat
befolyéasolja a dSAGA specifikus acetilaci6. Ehhez két olyan fejlédési allapotot — késéi L3
larva és korai bab allapot — valasztottunk, ahol a dAda2b®*? delécio altal okozott H3K9 és
H3K14 acetilaciéo csokkenése egyértelmiien kimutathaté volt. Ezekben a stadiumokban
Osszehasonlitva a vad tipus és a dAda2b mutansok génexpresszios profiljat meghataroztuk,
hogy a dADA2b fehérje hidnyaban mely gének miikodése tér el a vad tipusétol. Mindkét
fejlodési allapotban kevés, a gének mintegy 5 %-a mutatott dADA2b-fliggd génexpressziod-
valtozést. Ezen dADA2b-fiiggd géneknek tobb mint a fele nem csokkent, hanem emelkedett
mértékill expressziot mutatott a dSAGA-specifikus acetilacid hidnyaban. Ez azért is meglepd,

mivel a yYSAGA komplex tobb alegységét is eredetileg transzkripcidt aktivald funkcioval
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rendelkez6 fehérjeként azonositottak, valamint az élesztd yGen5 fehérje hidnyaban a gének 63
%-énak lecsokkent az expresszidja [86] [87]. A mi adatainkhoz hasonléan mas
magasabbrendii organizmusok esetében is azt talaltdk, hogy bizonyos transzkripcios
koaktivatorok hianyaban az altaluk szabalyozott gének csak egy részének csokkent le a
transzkripcidja, a masik része viszont megemelkedett expressziot mutatott. Példaul
Arabidopsis esetében az AtGen5 és AtAda2b hianyaban mintegy kétszer annyi gén emelkedett
expressziot mutatott, mint amennyinek a transzkripcidja lecsokkent [88]. S6t, arra is talaltak
példat, hogy a HAT-okkal antagonista hatast, a transzkripcid repressziojaval kapcsolatba
hozott HDAC-ok, mint példaul az yRPD3 fehérje hianyaban tobb gén mutatott csokkent
expressziot, mint amennyinek megemelkedett a transzkripcidja [89].

Mindkét fejlodési allapotban hasonld funkcidval rendelkezd gének mutattak dADA2b-
fliggd expresszidt. A biologiai folyamtoknak megfelelé génontoldgiai csoportositds sordn a
csOkkent expressziot mutaté gének kozott mindkét stadiumban biokémiai metabolikus
folyamatokban szerepet jatszé gének mutattak szignifikans felhalmozodést. Foként a bab
allapotban az emelkedett expressziot mutaté gének kozott jelentdsen feliilreprezantaltak a
kiilonb6zé immunvdekezési folyamtoknak megfelelé génontoldgiai csoportokba tartozd
gének. Ezek az adatok a dADA2b fehérje stresszvalaszban betdltott funkcidjara utalhatnak,
amelyet mar mas organizmusban is leirtak. Példaul élesztoben a ySAGA komplexet a
kornyezeti stresszvalaszban részt vevo gének egyik {6 aktivatoraként irtdk le [87]. Emellett az
Arabidopsis AtADA2b fehérjér6l kimutattak, hogy szerepet jatszik mind a hideg-, mind a

soindukalt stresszvalaszban résztvevo fehérjék atirddasanak a szabalyozasaban [88] [90].

5.2 A dSAGA komplexre specifikus dADA2b alegység rovid izoformajanak szerepe a
dSAGA miikodésében

Elézetes kisérleti adatok azt bizonyitottak, hogy a dAda2b génrdl kétféle mRNS forma
képzédik [58]. Ezért megvizsgaltuk, hogy a dAda2b mutacid6 okozta, eltéré iranya
génexpresszios valtozdsok hatterében allhat-e az, hogy a dADA2b alegység tekintetében
kétfele felépitési dSAGA komplex Ilétezhet, amelyek esetleg mas-mas transzkripcios
faktorokkal képesek kolcsonhatast kialakitani, és ezaltal az egyik tipus génaktivacids, mig a
masik represszios folyamatokban részt venni.

El6szor kimutattuk, hogy mindkét dADA2b fehérje izoforma termelddik Drosophilé-
ban, valamint az intracelluldris eloszlasukat vizsgdlva mindkettd sejtmagi lokalizaciot

mutatott. Expressziojuk vizsgalatakor valtozé mennyiségben ugyan, de az egyedfejlédés
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minden szakaszaban jelen volt mindkét izoforma, legnagyobb mennyiségben az embrionalis
valamint a bab allapot soran. Ez Osszhangban van azzal, hogy a dAda2b gén muikodését
megsziintetd (dAda2b®?) mutécio is a bab fejlédésének korai szakaszaban okoz letalitést, igy
feltételezhetjiik, hogy a dADA2b fehérjék fontos funkciot tdltenek be a metamorfozis
folyamatéaban [72] [73].

Megvizsgaltuk, hogy a dAda2b génrél termel6dé két dADA2b fehérje koziil a rovid
izoforma dnmagaban hogyan képes ellatni a teljes dADA2b funkciot. Ennek kapcsan eldszor
megallapitottuk, hogy a dADA2bS izoforma tultermeltetése csak részben, az egyedek kb.
50%-aban képes a dAda2b®? delécid okozta bab allapotban jelentkezd letalitas menekitésére.
A dSAGA komplex acetilacids aktivitasat tekintve a dADA2bS fehérje jelenlétében a vad
tipushoz képest csokkent H3K9 acetilacids szintet észleltiink, tehat egyediil a rovid dADA2b
izoforma jelenlétében a dSAGA komplex csak részleges acetilacidos aktivitdsra képes.
Megvizsgéalva a dADA2bS izoforma funkcidjat az apoptotikus folyamatok szabalyozasaban
azt tapasztaltunk, hogy a rovid izoforma jelenléte nem allitotta vissza a vad tipusban mért
szintre az ionizald sugirzds miatt apoptozisba 1épd sejtek szamat. Osszességében
elmondhatjuk, hogy bar a két dADA2b izoforma csak a C-termindlison régid teriiletén
kiilonbozik egymastol, funkciondlisan mégsem ekvivalensek, ugyanis — tobb funkcidt is
tesztelve — a harmadik ADA motivumot nem tartalmazé dADA2bS fehérje oGnmagaban nem
képes a teljes dAda2b funkcio ellatasara. Elképzelhetd, hogy a kétféle izoforma a C-
termindlison 1évd kiilonbségei miatt eltérd fehérjékkel alakit ki kolcsonhatést, ezéltal mas
alegység Osszetétell és funkcidju komplexek felépitésében vehet részt.

A dADA2bS izoforma jelenlétében tapasztalt részleges dAda2b funkcié hatterében
feltételezhetiink egy olyan esetet, amikor is a dADA2bS fehérje jelenlétében 1étrejovo
dSAGA komplex esetleg csak az egyik iranyu génexpresszids valtozasok szabalyozasaban
képes részt venni. Ezen feltételezés helytallosaganak vizsgdlata céljabol a dADA2bS
izoformat kifejez6, egyébként dAda2b mutans larvakon transzkriptum analizist végeztiink,
amely soran megallapitottuk, hogy a dADA2bS izoforma mind a csokkent, mind az
emelkedett expresszioju dADA2b-fliggd gének egy részének (20 illetve 40 %) visszaallitotta
az expresszids szintjét. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a dADA2bS fehérje jelenlétében
létrejové dSAGA komplex mind az emelkedett, mind a csokkent expresszioju gének
szabalyozasaban részt vesz. Bar a represszid kozvetitésében hatékonyabbnak bizonyult a
rovid izoforma, itt sem volt képes betolteni a teljes dAda2b funkciot. A dADA2b-fiiggd gének
tobb, mint a felének a szabalyozasahoz a révid izoforma dnmagaban nem volt elegendd, ezen

gének megfeleld atirdsdhoz valoszintileg a dADA2bL fehérjére, vagy mindkét izoforma
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egyidejii jelenlétére sziikség lehet. Elképzelhetd, hogy a dSAGA komplex a dADA2b
izoformak segitségével valdsit meg egy génspecifikus transzkripcios szabalyozast, de ez nem
olyan formaban torténik, hogy a rdvid izoforma jelenlétében a dSAGA komplex kizardlag

aktivalo, vagy represszalo hatast lenne képes kifejteni.

5.3 A dSAGA komplex és az altala létrehozott H3K9 acetilacio szerepe a génexpresszio

szabalyozasaban

A SAGA komplex tobb szinten is részt vesz a génmiikodés szabalyozasaban. Egyrészt
eldsegiti a transzkripcid iniciaciojat azaltal, hogy kiilonb6zd aktivator fehérjékkel alakit ki
nukleoszémakat. Masrészt a TBP-vel kolcsonhatva a transzkripcios iniciaciés komplex
Osszeszerelddésén keresztiil is képes befolydsolni a transzkripcid aktivacigjat. A SAGA
komplex mind az acetilacids, mind a deubiqutinacios aktivitasa révén fokozza a transzkripcid
Osszeszerelddését [51]. Az altalunk vizsgalt dADA2b fehérje a dSAGA komplex hiszton
acetilaciot létrehozd moduljanak az egyik felépitd eleme [91], amelyben meghatarozza a
dGcen5 fehérje szubsztrat specificitasat [72].

Megvizsgaltuk, hogy a dADA2b fehérjék hianydban megfigyelt expresszids
valtozasok koziil mind a csokkent, mind pedig az emelkedett mértékii génexpresszid is a

1118 «5 dAda2b mutans larvakon

dADA2b acetilaciot befolyasold hatasdhoz kothet6-e. Ehhez w
végzett kromatin immunprecipitacios kisérletekben dSAGA-fiiggd (emelkedett és csokkent
expresszio), illetve dSAGA-fiiggetlen transzkripciot mutatd géneken is meghataroztuk a
H3K9 acetilacio szintjét, valamint a dADA2b fehérje jelenlétét.

A dADA2b fehérje kotodése alapjan tobb dASAGA-fliggd expresszidt mutatd gént (Sug,
cne, CycB, Husl) is direkt dASAGA célgénként tudtunk azonositani. Mind a csokkent, mind az
emelkedett expressziot mutatd gének esetében is sikeriilt dADA2b kotddést kimutatnunk,
tehat mindkét iranyl expresszios valtozas hatterében a dSAGA komplex kozvetlen miikddése
allhat. A dADA2b fehérje jelenléte nemcsak a gének promoterhez kozeli részén, hanem a 3’
végi régidjaban is kimutathato volt. Ez az adat azért meglepd, mivel korabbi Saccharomyces
cerevisiae-ben végzett genomszintli vizsgalatok a yGcen5 fehérje jelenlétét és az altala

[80] [92]. Ujabb adatok szerint Schizosaccharomyces pombe yGen5 fehérjéje erésen

expresszalodo gének esetében nem csak a promoterhez kozeli, hanem a teljes atirt régidhoz is
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kapcsolodik [93]. Emellett Drosophila embrionalis izomsejteken a kozelmultban elvégzett
[94]. Az altalunk elvégzett kromatin immunprecipitdcidban a SAGA-fiiggetlen expressziot
mutatd RpS23 és RpL32 gének transzkripcids kezdépontjahoz kozeli régidiban is kimutathato
volt a dADA2b fehérje. Ezekhez az eredményhez hasonloan az S. pombe esetében a yGenS
mig a yGen5-fliggd gének esetében az atirddo régid mellett a transzkripcios kezddpont eldtti
szabalyozé szakaszokon is megjelent a yGen5 fehérje. Ezt a megfigyelést a yGen5 fehérje
transzkripcid elongacioban betdltott szerepével hozzak oOsszefiiggésbe, mégpedig hogy a
funkcidja rendundans, ezért a yGenS5 hidnydban ezen gének expresszidja nem mutat jelentds
valtozast. yGenS-fiiggd transzkripcidot mutatd gének esetében nem csak az elongacidban,
hanem a transzkripcid iniciaciojaban is jelentds és esszencialis funkciot tolt be a yGenS
fehérje [93]. Mindemellett Drosophila embrionalis sejtekben a dSAGA komplex foként a
egészén is kimutathatd volt. Ebben az esetben a dSAGA az RNS polimeraz II-hdz teljesen
hasonlé kotdédési mintdzatot mutatott, mely ugyancsak a komplex elongécioban valo
részvételére utalhat [94]. Ehhez hasonldan az altalunk kimutatott dADA2b kotddési mintazat
hatterében is allhat az, hogy a dSAGA komplex nem csak a transzkripcio inicidcios, hanem
elongacids lépését is szabalyozhatja. Az, hogy ezekhez a folyamatokhoz a komplex
acetilacios, illetve a deubiquitindcios aktivitasa milyen mértékben jarul hozzd, még kevéssé
tisztazott.

Megvizsgalva a dASAGA-fliggd expressziot mutatd gének H3K9 acetilacids szintjét azt
tapasztaltuk, hogy mind a csokkent (sug, cnc, CycB), mind az emelkedett (Fst, Husl, AttD)
expresszioji gének teriiletén megjelent a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio. Eleszté és

Drosophila sejtekb6l szarmazo adatokhoz hasonléan — miszerint a dSAGA specifikus H3

crer

crer

meg magasabb szinten. A dSAGA-fiiggetlen (RpS23, RpL32), erdsen expresszalodd géneken
jelen 1évé nagymértékti H3K9 acetilaci6 a dADA2b fehérje jelenlététdl fiiggetleniil is
fennmaradt. Megallapithatjuk, hogy a promoterhez kozeli régioban a dSAGA specifikus
H3K9 acetilacio jelenléte szdmos gén szabalyozasa soran esszencialis, viszont a transzkripcid

folyamata soran nem csak aktivalo, hanem represszalo hatas kialakitdsdhoz is hozzéjarulhat.
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5.4 A dSAGA specifikus H3K9 acetilacio szerepe a génaktivacio folvamataban

A fenti kisérletekkel azonositottuk azokat a géneket, amelyek kifejezddését a két
vizsgalt fejlodési allapotban befolydsolja a dSAGA specifikus hiszton acetilacié. Hogy
megtudjuk, ez az acetilacié hogyan jarul hozza a génaktivacid folyamatahoz, feltérképeztiik a
génmiik6dés soran a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio szintjét, valamint annak az adott gén
transzkripcidjara kifejtett hatdsat is. A nyalmirigy Oridskromoszomakon elvégzett
immunfestés sordn megallapitottuk, hogy a dSAGA specifikus hiszton acetilaci6 nem
kizardlagos eldfeltétele a transzkripcid iniciacidjanak, ugyanis az atirdst végz0 RNS
polimeraz csokkent H3K9 acetilacio mellett is képes az aktivaloédo hésokk génekhez kotddni.
Az acetilacid szerepének részletesebb tanulmanyozasahoz az ekdizon hormon éltal indukalt
Eip74EF és Eip75B korai gének vizsgalatat valasztottuk eszkdznek. Elészor feltérképeztik
ezen gének aktivacios profiljait, majd az ezek alapjan kivalasztott indukcid eldtti és két
indukcio alatti idépontban kromatin immunprecipitacids kisérlettel meghataroztuk, hogy
hogyan alakul a H3K9 acetilaci6 mennyisége a gének promoter, promodterhez kozeli
intronikus, valamint 3’ véghez kozeli exonikus régidiban. Mindkét gén szerkezete erdsen
Osszetett, tobb alternativ promoter régiordl tobb transzkriptum varians képzodik. Ezek koziil
az EIp74EF esetében két (RA és RB), az Eip75B esetében pedig egy (RC) transzkriptum
képzddését és atirdsanak szabdlyozasat vizsgaltuk. Az emlitett harom transzkriptum eltérd
expresszids mintdzatot mutatott: mas ekdizon koncentracional aktivalodtak, valamint
expresszidjuk szintje is jelentdsen eltért. Az elvégzett ChIP kisérlet eredménye azt sugallja,
hogy a H3K9 acetilacio a vizsgalt régioban egy altalanosan jelen 1évé hiszton modositas, ami
nem mutat kifejezett régid specificitdst. A génaktivacié folyamatdval kapcsolatban sem
tapasztaltunk olyan jellegli 6sszefliggést, hogy csak az adott transzkriptum expresszidja idején
jelenne meg ez a moddositas. Egyediil az adott promoéterek miikodésének megfelelden a
prométerekhez kozeli régiokban mutatott enyhe emelkedést a H3K9 acetilacié mennyisége.
Emellett az altalunk vizsgalt géneken az acetilacid mennyisége aranyos volt a transzkripcio
mértékével, az erdteljesebben expresszaldodd gének promoéterén magasabb H3K9 acetilacios
szint volt megfigyelhetd.

Megvizsgaltuk, hogy az Eip74EF ¢és Eip75B gének aktivacidja soran detektalt H3K9
acetilaciohoz milyen mértékben jarul hozza a dSAGA komplex miikodése. A dAda2b mutans
vandorld L3 stddiumt larvdkon (wL3) elvégzett kromatin immunprecipitacids kisérletekbol
lathat6, hogy a dADA2b hidnydban a H3K9 acetilacid szintje az altalunk vizsgélt Osszes
génszakaszon és intergenikus régioban lecsokkent. Tehat a dASAGA komplex az Eip74EF és
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Eip75B gének esetében nemcsak a promotereken el6forduld, hanem egy altalanosan jelen 1évo
H3K9 acetilacios mintazat 1étrehozasaért felelos. Mar az élesztd yGenS fehérjérdl is leirtak
egy ehhez hasonld, nagyobb kiterjedésii, kodold és intergenikus teriileteket egyarant érintd
altalanos acetilacos aktivitast [31].

Az élesztd yGenS fehérje koaktivator funkcioja mellett az altala 1étrehozott altalanos
acetilaciés mintazat is hozzdjarul a transzkripcié szabalyozéasahoz [32]. Ebbdl kiindulva
megvizsgaltuk, hogyan alakul az Eip74EF és Eip75B gének aktivacidja a dADA2b fehérje
hianyaban. Az elvégzett Q-RT-PCR kisérletben azt tapasztaltuk, hogy a kisebb mértékben
aktivalodo Eip74EF-RB és Eip75B-RC promoterek indukcidja a dASAGA specifikus H3K9
acetilacio hianyaban csak kevésbé sériil, mig az erételjes indukciot mutatdé Eip74EF-RA
promoter aktivacidja elmarad. Tehat az Eip74EF és Eip75B gének teriiletén altalanosan jelen
1évé dSAGA specifikus H3K9 acetilacids mintdzat fontos szabalyoz6 szereppel bir ezen
gének aktivacidjanak szabalyozasaban. Ezek az adatok is alatdmasztjak azt a tényt, hogy nem
csak az iranyitott, a kiilonboz6 szabalyozo szekvencidkon megjelend acetilacid, hanem az
eukromatikus régiokban altalanosan jelen 1évo acetilacios mintdzat is fontos szerepet tolt be a
génexpresszio szabalyozasaban [96]. Ez az altalanos alapacetilaciés mintdzat a génmiikddés
megfeleld kinetikdjahoz is hozzdjarulhat, példaul éleszté rpd3 és hdal HDAC-okat érintd
mutaciok hatasara a megemelkedett alapacetilaciés mintazatnal a PHOS5 gén represszidja
jelentds késéssel kovetkezik csak be. Feltételezhetden ennek az az oka, hogy az altalanos
acetilacios mintazatot beallit6 HDAC-ok miikddésének részleges kiesése miatt tobb idére van
szliikség ahhoz, hogy a génaktivaciot kisér0 magasabb acetilacids szint visszatérjen az
alapallapothoz [31]. Mivel ezt az altalanos alapacetilacios szintet az ellentétes aktivitasi HAT
¢s HDAC enzimek tartjak fent, elképzelhetd egy olyan mechanizmus, miszerint a HAT-ok
miikodésének kiesése kapcsan 1étrejové csokkent alapacetilacid mellett tobb iddre van
sziikség ahhoz, hogy az adott gén elérje az aktivacidhoz sziikséges acetilaltsagi szintet, és

ezaltal sériil a génaktivacio kinetikaja.

5.5 A dSAGA specifikus hiszton acetilacio feltételezett funkcidja a génmiikodés

szabalyozasaban

A dolgozatomban leirt eredmények 6sszefoglalasaul megallapithatjuk, hogy a dSAGA
HAT komplex rendkiviil dsszetett modon jarulhat hozzd a génmiikddés szabdlyozédsidhoz.
Egyrészt kiilonboz6 transzkripciodt szabdlyozd fehérjékkel kozvetleniil kdlesonhatva szerepet

jatszhat egy iranyitott, helyspecifikusan megjelend acetilacié létrehozasdban, amely
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crer

vesz egy altalanosan megjelend acetilacios alapmintazat fenntartasaban is [31]. Drosophila
larvdk nyalmirigy oridskromoszoémainak immunfestésén is megfigyelhettilk ezt a teljes
kromoszéman altalanosan megjelené dSAGA specifikus H3K9 acetilaciot [72]. Ez a kétféle
acetilaci6 nem egymastol fliggetleniil jelentkezik, hanem a HAT és HDAC komplexek
koordinalt miikodése kovetkeztében egy dinamikusan valtozd acetildcios hattéren jelenhet
meg egy iranyitott, helyspecifikus acetilaci6. Ez az 4ltalanos acetilacido hozzdjarulhat egy
olyan kromatinszerkezet kialakitdsahoz, amely lehetdséget biztosit a kiilonbozd szabalyozd
fehérjék — aktivatorok és represszorok — szekvencia-specifikus kotddésére [96]. Az elvégzett
kromatin immunprecipitacidés kisérletben lathattuk, hogy a dSAGA elégtelen mikodése
kovetkeztében sériilt az eukromatikus részek altalanos H3K9 acetilacids mintazata.
Elképzelhetd, hogy ennél az alacsonyabb acetilaltsaghi kromatinszerkezetnél gyengiil a
szabalyozé fehérjék kromatinhoz vald kotddési képessége, és ezaltal — attol fiiggden, hogy
aktivator vagy represszor hatasu fehérjérdl van sz6 — modosul az altaluk szabalyozott gének
miukodése. Részben ez magyardzhatja, hogy a dSAGA specifikus acetilacio hianydban nem
csak csokkent, hanem emelkedett expresszioji géneket is azonositottunk (37. abra). Ezenfeliil
ez az altalanosan megjelend, dinamikusan valtozd acetilacidos mintdzat hozzajarulhat a
génszabalyozas megfeleld kinetikajahoz [96]. Az altalunk hasznalt in vivo modell géneken
(Eip74EF és Eip75B) bizonyitottuk, hogy a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié hianyaban
sériil a génaktivacid folyamata. Ezt a megfigyelést tdmasztja ald az a — munkacsoportunk altal
elvégzett — kisérlet is, amelyben lathatd, hogy a Drosophila egyedfejlodés tobb allapotaban a
dAda2b mutacié hatasara szamos gén esetében az aktivacios (Eig71Ec, Eig71Ed, Eig71Eg,
Eig71Eh) és a represszios (Lcpl, Lcp4) folyamatok kinetikdja is sériill [85]. Tehat
elképzelhetd, hogy a dSAGA specifikus altalanos H3K9 acetilaciés mintazat hianyaban
bizonyos gének aktivacidja nem a megfeleld idében torténik meg, és ezaltal teljesen
felborulhat a sejtre jellemzd koordinalt génexpresszids mintazat. Tehat a dSAGA komplex
acetilacios aktivitasa kozvetett modon, egy transzkripcidt megengedd kromatinszerkezet

fenntartasan keresztiil is hozzdjarul a génmiikddés szabalyozasahoz (37. abra).
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37. abra: A modell a dSAGA specifikus acetilacios alapmintazat — egy transzkripciot
megengedd kromatinszerkezet fenntartasan keresztiil — a génmiikodés szabalyozasara
kifejtett hatasat mutatja be
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8. A doktori értekezés osszefoglaloja

Az eukariota sejtek miikodéséhez nélkiilozhetetlen a genom nagymértékii, ugyanakkor
dinamikus Osszetomoritése. Ezt a kiilonb6z6 fehérje faktorok kozremiikodésével 1étrejovo
kromatinszerkezet biztositja, amely alapegységeit a hiszton (H2A, H2B, H3, H4) fehérjékre
feltekeredd 147 bazisparnyi DNS-bol felépiild nukleoszomak alkotjadk. A tomorodés
kiilonbozé szintjei eltéré mértékli hozzaférhetést biztositanak a DNS szédlon lezajlo
folyamatokat (transzkripcio, DNS replikacié és hibajavitas) végzd faktorok szaméra. Igy a
kromatinszerkezet tomorsége, illetve annak dinamikus atalakitdsat végzé mechanizmusok
fontos szabalyoz6 szerepet toltenek be a transzkripcid folyamata soran. A kromatinszerkezet
dinamikus atalakitasaért felelds mechanizmusok egyike a nukleoszémalis hiszton fehérjéken
megjelend poszttranszlacidos modositasok. Az egyik, intenziven tanulmanyozott ilyen
modositds a hiszton fehérjék acetilacidgja. A nukleoszomak hiperacetilalt allapota egy
nyitottabb, mig a hipoacetilalt nukleoszomék egy tomorebb kromatinszerkezettel hozhatok
Osszefliggésbe. Szamos megfigyelés alapjan az aktiv transzkripcié folyamatahoz egy
hiperacetilalt, nyitott kormatin szerkezet kithetd, viszont az acetilacid szabalyozo szerepének
pontos részletei még kevésbé ismertek. Ezek felderitéséhez nagymértékben hozzajarulnak a
hiszton acetiltranszferdz (HAT) enzimek vizsgalata sordn nyert informaciok. Az egyik
legjobban jellemzett HAT aktivitasi fehérje a GenS, amely tobb alegységes fehérje komplex
tagjaként latja el acetilacios funkcidjat. A GenS-tartalma HAT komplexek ADA-tipusu
adaptor fehérjéket is tartalmaznak, amelyek a GenS fehérje aktivitasdnak €s specificitasanak
meghatarozasaban jatszanak szerepet. A Drosophila melanogaster-ben el6forduld egyik
GenS-tartalmt HAT komplex, a dSAGA acetilacios moduljanak egyik alegysége a dADA2b
fehérje, amely sziikséges a komplex H3 hiszton 9-es és 14-es lizinjére specifikus acetilacios
aktivitasahoz. Az ADA2 fehérjék sokszinl funkcidjara utal, hogy a Drosophila Ada2b génrdl
tobb mRNS ¢és fehérje izoforma termelddik. A két dADA2b fehérje izoforma N-terminalis
régidja azonos, mindkettd tartalmaz egy-egy, az ADA2 fehérjékre jellemzd ZZ cink-ujj és
SANT domént, viszont a C-terminalis régi6 eltérd. Itt, az ADA2 fehérjékre specifikus ADA
motivumbol a rovidebb izoforméaban (dADA2bS) csak kettd, mig a hosszabb izoformaban
(dADA2bL) harom darab taldlhat6 meg. Mivel ezeknek az ADA motivumoknak
feltételezhetéen az ADA2 fehérjék mas komplex alegységekkel kialakitott kolcsonhatasaik
1étrejottében fontos szerepe lehet, az eltérd szdmi ADA motivumot tartalmaz6 dADA2b

izoforméak mas folyamatok szabalyozasaban betoltott szerepét feltételezhetjiik.
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A dolgozatomban a teljes dADA2b funkciét eltavolité (dAda2b®?) delécio, valamint a
rovid dADA2bS izoformat kifejezd transzgenikus torzsek alkalmazasaval megvizsgaltam,
hogy a dADA2b fehérjéken keresztiil a dSAGA acetilacids aktivitdsa hogyan jarul hozza a
génmiikodés szabalyozasahoz.

A dSAGA acetiltranszferaz komplex szabalyozasa alatt allo gének

Elészor meghataroztuk, hogy adott fejlddési allapotokban mely gének expresszidjat
szabalyozza a dSAGA specifikus acetilacid. Ehhez vad tipusu és dAda2b mutans egyedeken
két fejlodési allapotban (késdi L3 larva és korai bab allapot) teljes transzkriptum analizist
végeztiink. Osszehasonlitva a génexpresszids profilokat meghatiroztuk, hogy a dADA2b
fehérje hidnyaban mely gének expresszioja tér el a vad tipusétdl. A dSAGA komplex mindkét
fejlédési allapotban a gének csak egy kis részének (kb. 5 %) a szabalyozéasaban vesz részt. Az
acetilacio szerepérdl eddig kialakitott képtdl eltéréen ezen dSAGA-fiiggd géneknek tobb mint
a fele nem csokkent, hanem emelkedett mértékli expresszidot mutatott a dSAGA specifikus
acetilacio hianyaban. Ehhez hasonléan a szakirodalomban mas magasabbrendl organizmus
esetében (Arabidopsis thaliana) is azt talaltak, hogy az AtGen5 és AtAda2b transzkripcios
koaktivatorok hidnydban a gének egy részének megemelkedett az expresszioja. Mind a két
vizsgalt fejlodési allapotban hasonld funkcidval rendelkezd gének mutattak dADA2b-fiiggd
expressziot. A dADA2b fehérje stresszvalasz szabalyozasaban betoltott funkcidjara utalhat,
hogy az emelkedett expresszioja gének kozott nagy szamban taldlunk az immunfunkcidknak
valamint a mikroorganizmusok elleni védekezési folyamtoknak megfeleld génontologiai
csoportokba tartoz6 géneket.

A dSAGA komplexre specifikus dADA2b alegység rovid izoformajanak szerepe a
dSAGA miikodésében

Eldzetes kisérleti adatok azt mutattak, hogy a dAda2b génrél kétféle mRNS és fehérje

izoforma képzddik, igy megvizsgaltuk, hogy a dSAGA komplexre specifikus dADA2b
alegység ezen két izoformaja hogyan jarul hozza a dSAGA génmiikddés szabalyozasaban
betoltott funkcidjadhoz. A kétféle mRNS formanak megfeleld fehérje izoformak valtozo
mennyiségben ugyan, de az egyedfejlédés minden szakaszdban jelen voltak. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a dADA2b révid izoforma dnmagaban hogyan képes ellatni a teljes
dADA2b funkciot. Mind a dAda2b delécido okozta letalitas tekintetében, mind a dSAGA
komplex acetilacios aktivitdsat, mind az apoptotikus folyamatok szabalyozasara kifejtett
hatasat tekintve a rovid dADA2b fehérje csak részlegesen tudta potolni a dADA2b funkciot.
Osszességében elmondhatjuk, hogy a két dADA2b izoforma csak a C-terminalison

elhelyezked6 harmadik ADA motivum jelenlétében kiilonbozik egymastol, funkcionalisan
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mégsem ekvivalensek. A dADA2bS esetében tapasztalt részleges funkcid hatterében azt
feltételezhettiik, hogy a rovid izoforma jelenlétében 1étrejovo dSAGA komplex csak az egyik
iranyu génexpresszios valtozdsok szabalyozasdban képes részt venni. Ezért a dADA2bS
izoformat kifejezd, egyébként dAda2b mutans larvakon transzkriptum analizist végeztiink,
amely soran megallapitottuk, a dADA2bS fehérje jelenlétében 1étrejové dSAGA komplex
mind az emelkedett, mind a csokkent expresszioju gének szabalyozésaban részt vesz. Az
emelkedett expressziot mutatd gének 40%-anak az expressziojat visszadllitotta a vad tipusban
mért szintre, tehat megallapithatjuk, hogy a represszid kozvetitésében hatékonyabbnak
bizonyult a rovid izoforma, viszont itt sem volt képes betolteni a teljes dAda2b funkciot. A
dADAZ2b-fliggd gének tobb, mint felének szabalyozasdhoz a révid izoforma 6nmagéban nem
volt elegendd, ezen gének megfeleld atirdsdhoz valosziniileg a dADA2bL fehérjére, vagy
mindkét izoforma egyidejli jelenlétére sziikség lehet. Elképzelhetd, hogy a dASAGA komplex a
dADA2b izoformék segitségével valosit meg egy génspecifikus transzkripcids szabalyozast,
de ez nem olyan formaban torténik, hogy a rovid izoforma jelenlétében a dASAGA komplex
kizarolag aktivalo, vagy represszald hatast lenne képes kifejteni.

A dSAGA komplex és az altala létrehozott H3K9 acetilacio szerepe a

oénexpresszio szabalyvozasaban

A dADAZ2bD fehérje a ASAGA komplex hiszton acetilaciot 1étrehozo moduljanak egyik
felépitd eleme, amely meghatdrozza a dGenS fehérje szubsztrat specificitasat. Igy
megvizsgaltuk, hogy a dADA2b fehérjék hianyaban megfigyelt expresszios valtozasok koziil
mind a csokkent, mind pedig az emelkedett mértékli génexpresszio is a dADA2b acetilaciot

befolyasolé hatasdhoz kothetS-e. Ehhez w'''®

¢s dAda2b mutans SpEv larvakon végzett
kromatin immunprecipitacios kisérletekben dSAGA-fliiggd (emelkedett és csokkent
expresszi0), illetve dSAGA-fiiggetlen transzkripciot mutatd géneken is meghatiroztuk a
dADAZ2b fehérje jelenlétét, valamint a H3K9 acetilacio szintjét.

A dADAZ2b fehérje kotddése alapjan tobb dSAGA-fiiggd expressziot mutatd gént (Sug,
cnc, CycB, Husl) is direkt dSAGA célgénként sikeriilt azonositani. Mind a csdkkent, mind az
emelkedett expressziot mutaté gének esetében is sikeriilt dADA2b kotddést kimutatnunk,
tehat mindkét iranyl expresszios valtozas hatterében a dSAGA komplex kozvetlen miikddése
allhat. A dADA2b fehérje jelenléte nemcsak a gének promoterhez kozeli részén, hanem a 3’
pombe yGen5 fehérje bizonyos gének esetében nem csak a promoterhez kozeli, hanem a teljes

atirt régiokhoz is kapcsolodott, valamint Drosophila embrionalis izom sejtekben is tobb gén

esetében a promoterhez kozeli szakaszok mellett a 3” végi régiokban is kimutathatd volt a
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dADA2b fehérje jelenléte. Az altalunk kimutatott dAADA2b ko6tddési mintazat hatterében az
allhat, hogy a dASAGA komplex nem csak a transzkripcio iniciacios, hanem elongécids 1épését

A dSAGA-fiiggd expressziot mutatd gének H3K9 acetilacios szintjét megvizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy mind a csokkent (sug, cnc, CycB), mind az emelkedett (Fst, Husl, AttD)
expresszioju gének teriiletén megjelent a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio. Eleszté és
Drosophila sejtekb6l szarmazo adatokhoz hasonldan az altalunk vizsgalt dSAGA specifikus
Ezen adatok alapjan megéllapithatjuk, hogy a promoterhez kozeli régidban a dSAGA
specifikus H3K9 acetilacio jelenléte szamos gén szabalyozasa soran esszencialis, viszont a
transzkripcid folyamata soran nem csak aktivalo, hanem represszalo hatas kialakitdsdhoz is
kozvetleniil hozzéjarulhat.

A dSAGA specifikus H3K9 acetilacio szerepe a génaktivacio folyamataban

Hogy megtudjuk, a dSAGA specifikus H3K9 acetilaci6 hogyan jarul hozzd a
génaktivacio folyamatdhoz, feltérképeztik a génaktivacid sordn az acetilacid szintjét,
valamint annak az adott gén transzkripcidjara kifejtett hatdsdt is. A nyalmirigy
oridskromoszomakon elvégzett immunfestés soran megallapitottuk, hogy a dSAGA specifikus
hiszton acetilacié nem kizarolagos eldfeltétele a hosokk gének aktivacidjanak, ugyanis az
atirast végzé RNS polimerdz csokkent H3K9 acetilacio mellett is képes az aktivalt hdsokk
génekhez kotddni. Az acetildcio szerepének részletesebb tanulmanyozéasdhoz az ekdizon
hormon altal indukalt Eip74EF és Eip75B korai gének vizsgalatat valasztottuk eszkdznek.
Eloszor feltérképeztiik ezen gének aktivacios profiljait, majd az ezek alapjan a génaktivaciot
kisérd acetilaciés mintazat vizsgalatdhoz kivalasztottunk egy indukcio6 elétti és két indukcid
alatti id6pontot. Ezekben az id6pontokban kromatin immunprecipiticios kisérlettel
meghatdroztuk a H3K9 acetilacid6 mennyiségét a gének promoéter, promodterhez kozeli
intronikus, valamint 3’ véghez kozeli exonikus régioiban. Az elvégzett ChIP kisérlet
eredménye azt sugallja, hogy a H3K9 acetilacié a vizsgalt régidkban egy altaldnosan jelen
1évé hiszton moédositds, ami nem mutat kifejezett régid specificitdst. A génaktivacio
folyamataval kapcsolatban sem tapasztaltunk olyan jellegli dsszefliggést, hogy csak az adott
transzkriptum expresszioja idején jelenne meg ez a modositas. Egyediil az adott promoterek
mukodésének megfelelden a promoéterekhez kozeli régidkban mutatott enyhe emelkedést a
H3K9 acetilacié mennyisége. dAda2b mutans vandorld L3 stadiumu larvakon (wL3) elvégzett
kromatin immunprecipitacios kisérletekb6l megallapitottuk, hogy a dADA2b hidnyaban a

H3K9 acetilacio szintje az altalunk vizsgalt 0sszes génszakaszon és intergenikus régidban

84



lecsokkent. Tehat a dASAGA komplex az Eip74EF ¢és Eip75B gének esetében nemcsak a
promotereken eléforduld, hanem egy éaltalanosan jelen 1évé H3K9 acetilacids mintdzat
l1étrehozasaért felelds. Mar az élesztd yGen5 fehérjérdl is leirtak egy ehhez hasonlo, nagyobb
kiterjedésti, kodolo és intergenikus teriileteket egyarant érintd altalanos acetilacos aktivitast.

Megvizsgaltuk, hogy ez a dSAGA specifikus altalanos acetilacidos mintazat hozzajarul-
¢ az EIp74EF ¢és Eip75B gének expresszidjanak szabalyozasahoz, melyhez megmértiik a
dADA2b fehérjék hianyaban az Eip74EF és Eip75B gének promotereirdl képz6dé nascens
RNS-ek mennyiségét. Ennek soran megéllapitottuk, hogy a kisebb mértékben aktivalodo
Eip74EF-RB ¢és Eip75B-RC promoterek indukcidja a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio
hianyaban csak kevésbé sériil, mig az erételjes indukciot mutatd Eip74EF-RA promoter
aktivacidja elmarad. Tehat az Eip74EF és Eip75B gének teriiletén altalanosan jelen 1évo
dSAGA specifikus H3K9 acetilaciés mintdzat fontos szabalyozd szereppel bir ezen gének
aktivacigjanak szabdlyozdsdban. Ezek az adatok is aldtdmasztjdk azt a tényt, hogy az
eukromatikus régiokban altalanosan jelen 1évo acetilacios mintazat hozzajarulhat a
génmiikodés megfeleld kinetikdjahoz, €s ezaltal fontos szerepet tolt be a génexpresszio
szabalyozasaban.

A dSAGA specifikus hiszton acetilacio feltételezett funkcidja a génmiikodés

szabalyvozasaban

A dolgozatomban részletezett eredmények is rdmutatnak, hogy a dSAGA HAT
komplex rendkiviil 6sszetett modon jarulhat hozza a génmiikodés szabalyozasahoz. Egyrészt
transzkripcidt szabdlyozo fehérjékkel kozvetleniil kolcsonhatva szerepet jatszhat egy
iranyitott, helyspecifikusan megjelend acetilacid létrehozdsdban, masrészt részt vesz egy
altalanosan megjelend acetilacios alapmintazat fenntartasdban is. Ez a kétféle acetilacido nem
egymastol fliggetleniil jelentkezik, hanem egy dinamikusan véltoz6 acetilacids hattéren
jelenhet meg egy irdnyitott, helyspecifikus acetilacio. Az elvégzett kromatin
immunprecipitacios kisérletben lathattuk, hogy a dSAGA elégtelen miikddése kovetkeztében
sérilt az eukromatikus részek altaldnos H3K9 acetilacids mintazata. Elképzelhetd, hogy ennél
az alacsonyabb acetildltsagi kromatinszerkezetnél gyengiil a szabalyozd fehérjék
kromatinhoz vald kotddési képessége, és ezaltal — attdl fiiggden, hogy aktivator vagy
represszor hatasu fehérjérdl van sz6 — moddosul az altaluk szabalyozott gének miikodése.
Részben ez magyarazhatja, hogy a dSAGA specifikus acetilacio hianydban nem csak
csOkkent, hanem emelkedett expresszidju géneket is azonositottunk. Ezenfelil ez az
altalanosan megjelend, dinamikusan valtoz6 acetilaciés mintdzat hozzajarulhat a

génszabalyozas megfeleld kinetikajahoz is. Ezt igazolja, hogy az altalunk hasznalt in vivo
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modell géneken (Eip74EF és Eip75B) a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio hidnyaban
modosult a génaktivacio folyamata. Tehat elképzelhetd, hogy a dSAGA specifikus altalanos
H3K9 acetilacios mintdzat hianyaban bizonyos gének aktivacidja nem a megfeleld idében
torténik meg, és ezaltal teljesen felborulhat a sejtre jellemzd koordinalt génexpresszids
mintazat.

Tehat a dSAGA komplex acetilacids aktivitdsa kozvetett modon is, egy transzkripciot
megengedd kromatinszerkezet fenntartasdn keresztiil is hozzdjarul a génmilkddés

szabalyozasahoz.
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9. Summary

Considerable and dynamic compaction of the genome is essential for normal function
of eukaryotic cells. This is carried out by the chromatin structure, in which 147 base pairs of
DNA is wound around a core of four basic histone proteins (H2A, H2B, H3, H4) to form the
basic building blocks, the nucleosomes. Individual nucleosomes can pack against each other
and adopt several higher-order chromatin structures which are thought to be the major
obstacles to transcription, replication and repair. Therefore, compaction level and dynamic
changing of chromatin packaging can possess a major regulatory role in gene expression
regulation. Posttranslational modifications of histone proteins are one of the various known
mechanisms altering the accessibility of the chromatin template. Among several described
modifications acetylation of lysine resuides is one of the most studied ones. Histone
acetylation is a major determinant of chromatin compaction: hyperacetylation state is coupled
to an open conformation, whereas hypoacetylated nucleosomes are characteristic for a
compact, folded chromatin. Hyperacetylated, open chromatin has long been linked to active
transcription; however, the exact details of its regulatory effect have not yet been established.
Considerable knowledge provided from characterization of histone acetlytransferases (HAT)
can contribute to better understanding the regulatory role of histone acetylation. One of the
well characterized HAT enzymes is GenS, which functions as a subunit of large multiprotien
complexes. These GcenS-containing HAT complexes harbour ADA-type adaptor proteins,
which regulate the template recognition and lysine specificity of Gen5. dADA2b protein is a
subunit of the acetylation modul of dSAGA, one of the two different Drosophila Gen5-
containing HAT complexes, that determines the histone H3 lysine 9 and 14 acetylation
specificity of the complex. Diverse functions of ADA?2 proteins are demonstrated by the fact
dAda2b gene produces two mRNAs and protein forms. The N-terminal parts of dADA2b
isoforms are identical; these shared parts harbor a zinc finger-like ZZ and a SANT domain,
characteristic for all known ADA?2 proteins. The isoforms differ in their C-terminal regions,
which contain ADA2 protein specific a-helical motifs so-called ADA boxes. The short
isoform (dAADA2bS) of dADA2b harbors two ADA boxes, while a third ADA box is present
only in the longer isoform (dADA2bL). If these ADA boxes could contribute to the capability
of ADA2 proteins to interact with other subunits of the complex, we hypothesized that the
dADAZ2b isoforms varying in the number of the ADA boxes could function in different

regulatory processes.
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In my thesis I examined the presumed role of dSAGA specific histone acetylation in
gene regulation by utilizing a dAda2b®* deletion eliminating complete JADA2b function and
dADAZ2bS isoform expressing transgenic strains.

Genes are regulated by the dSAGA acetyltransferase complex

We determined the genes regulated by dSAGA specific acetylation in well defined
developmental stages. For this purpose, we performed transcriptome analysis on wild type
and dAda2b mutant animals in two developmental stages (late L3 larvae and early pupa). By
comparing the mRNA profiles we determined genes showing altered expression level in the
absence of dADA2b. At both time points analyzed only a small subset of genes (5 %) were
regulated by dSAGA complex. Despite the supposed role of histone acetylation in
transcription activation, more than half of the dSAGA-dependent genes showed increased
transcription levels in the absence of dSAGA specific acetylation. Similarly to our data, in
higher eukaryotes (Arabidopsis thaliana) elimination of transcriptional coactivators AtGcn5
and AtAda2b also resulted in upregulation of more than half of the affected genes. In both
analyzed developmental stages the dSAGA-regulated genes showed similar distribution
according to biological function. The significant enrichment of the upregulated genes in gene
ontology categories involved immune response, might suggest the potential role of dADA2b
protein in stress response.

Role of short isoform of dADA2b subunit in dSAGA functions

Previous studies revealed that dAda2b gene gave rise to two mRNAs and protein
isoforms (dADA2bS and dADA2bL). Therefore, we examined whether these two dSAGA
specific dADA2b subunits could contribute to the functional complexity of dSAGA in
transcription regulation. By western blot analysis we demonstrated that the dADA2b protein
isoforms corresponding to the above mentioned mRNA forms could be detected during
Drosophila development in various amount in different stages. Therefore we studied the
potential of the short isoform to occupy the dAda2b function. We concluded that the dADA2b
short isoform alone can partially provide the dAda2b function both in development, in
acetylation activity and in the regulation of apoptotic processes. Taken together, the two
dADA2b isoforms differ only in their C-terminus however functionally they are not
equivalent. The partial functional rescue effect of dADA2bS can be explained by the fact the
dADAZ2bS-containing dSAGA complex regulates the transcription of only the down- or only
the upregulated dSAGA-dependent genes. In order to answer this question we performed
transcriptom analysis on larvae expressing only the short dADA2b isoform in dAda2b mutant

background. We concluded that the dADA2bS-containing dSAGA complex could contribute
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to the regulation of both the increased and the decreased ones of dSAGA-regulated genes but
it was more effective in mediating of repressive function. Besides this, the presence of the
short isoform alone was not sufficient for the proper regulation of more than the half of the
dSAGA-dependent genes. Thus the normal expression of these genes might require the
presence of either the long isoform or both dADA2b isoforms. Our data can not exclude the
possibility that dASAGA could perform gene-selective transcription regulation by using distinct
dADAZ2b isoforms however it is most probably not accomplished by the mechanism in which
the dADA2bS-containing dSAGA induces or represses the expression of the regulated genes.
The role of dSAGA complex and dSAGA specific H3K9 acetylation in regulation

of gene expression

The dADA2b protein is a component of the acetylation module of dSAGA complex
and determinates substrate specificity of dGen5. Therefore, we examined whether both the
decreased and increased transcription in the absence of dADA2b can be the consequence of
the role of dADA2b in histone acetylation. For this in w'**® and dAda2b mutant SpEv larvae
we determined the presence of dADA2b protein and the H3K9 acetylation level on dSAGA-
dependent (both up- and downregulated) and dSAGA-independent genes.

According to the presence of dADA2b protein more dSAGA-dependent genes (Sug,
cnc, CycB, Husl) could be identified as direct dSAGA target genes. Both on up- and
downregulated genes we could detect dADA2b binding so the dSAGA function could be
directly responsible for either expression changes. The presence of dADA2b could be
detected not only on promoters but also on 3’ end regions. Similarly, the presence of
Schizosaccharomyces pombe yGen5 on promoters, its binding to coding regions was also
demonstrated on several genes. Moreover, in Drosophila embryonic muscle cells in case of
several genes dADA2b was found on promoters and 3’ end regions. Our data about dADA2b
binding pattern suggests the possible role of dSAGA in transcription initiation and elongation
phases.

By examining the H3K9 acetylation level of dSAGA-dependent genes we detected the
presence of dSAGA specific H3K9 acetylation on both up- (Fst, Husl, AttD) and
downregulated (sug, cnc, CycB) genes. Similarly to data from yeast and Drosophila cells, we
also could detect higher levels of the H3K9 acetylation on promoters. Thus we concluded that
the presence of the dSAGA specific acetylation on promoters is essential in the transcription
regulation of several genes but it can contribute not only to gene activation but also to gene

repression.
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The function of dSAGA specific H3K9 acetvlation in the process of gene

activation

To understand whether the dSAGA specific H3K9 acetylation can contribute to the
process of gene activation, we determined the level of histone acetylation during the progress
of gene activation and its effect on the efficiency of transcription. According to
immunostaining of polythene chromosomes of salivary gland in Drosophila we established
that the presence of dSAGA specific acetylation is not an obligate prerequisite of gene
activation as the active RNA polymerase could bind to activated heat shock genes in the loss
of dSAGA specific H3K9 acetylation. To clarify in details the role of acetylation during gene
activation in vivo we used two ecarly ecdysone induced genes (Eip74EF and Eip75B) as
models. First we defined the activation patterns of these genes, therefore three time points
were selected (one before activation, two during activation) for the analysis of the acetylation
pattern. At these time points we determined the level of H3K9 acetylation on the promoter, on
the first intronic and on the 3’ end exonic regions of these genes by chromatin
immunoprecipitation. Our results demonstrated that the H3K9 acetylation occurred globally
on the tested genes, its regional and temporal distribution could not be detected. Only
moderate increase in the H3K9 acetylation level but not obligate appearance of it was
observable nearby the promoter regions during active transcription. Chromatin
immunoprecipitaion analysis performed on dAda2b mutant wandering (wL3) larvae showed
that the level of H3K9 acetylation decreased on all of the examined genes and intergenic
regions in the absence of dADA2b. Therfore, the dSAGA complex is responsible for the
establishment of a global H3K9 acetylation pattern on the Eip74EF and Eip75B genes. A
similar global acetylation activity of yeast yGcenS on large ranging coding and intergenic
regions was previously described.

To examine how this dSAGA specific global acetylation pattern could contribute to
the transcription regulation of Eip74EF and Eip75B genes, we measured the level of nascent
RNA produced from Eip74EF and Eip75B promoters in the absence of dADA2b proteins. We
found that the induction of the moderately activated Eip74EF-RB and Eip75B-RC promoters
did not change significantly, whereas the activation of the strongly induced Eip74EF-RA
promoter failed to occur in the loss of ASAGA specific H3K9 acetylation. So the dSAGA
specific global acetylation pattern on Eip74EF and Eip75B genes can play an important
regulatory role in the activation of these genes. These data confirm that the global histone
acetylation pattern in the euchromatic regions promotes proper kinetics of transcription thus

has remarkable function in gene regulation.

90



The supposed function of dSAGA specific histone acetylation in gene regulation

Previously detailed results in my thesis indicate the multiple role of dSSAGA HAT
complex in gene regulation. On one hand, interacting directly with transcription factors
dSAGA functions in the generation of a site-specific acetylation, on the other hand it
contributes to the establishment and maintenance of a global acetylation pattern. The two
acetylation types do not occur independently, but on a dynamic global acetylation background
a site-specific acetylation pattern can appear. Our results derived from chromatin
immunoprecipitation analysis revealed that the H3K9 acetylation pattern of euchromatic
regions changed in the loss of dSAGA activity. It is possible that the hypoacetylated
chromatin structure weakens the binding affinity of regulatory factors — which can be either
activators or repressors — and hence the transcription of genes under their control could be
changed according to the loss of the regulatory function. Similar hypothesis can partially
explain the fact that down- and upregulated genes could be identified in the loss of dASAGA
specific acetylation. Moreover, this dynamic global acetylation pattern may also contribute to
the suitable kinetics of transcription regulation. This concept can be proven by data indicating
altered kinetics of the activation of the in vivo model genes (Eip74EF and Eip75B) by the loss
of dSAGA specific H3K9 acetylation. Therefore, in the loss of the dSAGA specific global
H3K9 acetylation pattern activation of specific genes can not be performed in proper time,
which can cause the shuffling of coordinated gene expression pattern characteristic for the

cell.
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F1. abra: Az abran a dAda2b mutansban SpEv allapotban csokkent expressziot mutaté
gének kozott azonosithato, szignifikansan feliilreprezentalt biologiai folyamatoknak

N

oxoacid metabolic
process

prirnary rnetabalic
process

carboxylic
acid metabolic

megfeleld génontologiai csoportok lathatoak.

A fehér szinnel jeldlt kategoriakba esd gének feldusulasanak szignifikancia szintje P>107; a

process
cellular

amino acid
metabolic
process

/

\

glutamine
family amina
acid metabolic

process

alpha-armino
acid metabolic

process

\

arginine
metabolic
process

citromsargara szinezett kategoriakba eséké 10°>P>107.

92

/




bialogical_process

cellular
process

A

metabolic
process

response
to stimulus

biosynthetic
process

cellular single-organism vimary mataholic organic substance
metabalic metabalic P {ocess metabalic
process process P PrOCESS
— ; carbohydrate organic substance
lipid metabolic . . .
P ‘ocess rmetabalic biosynthetic
P process process
single-organism
cellular
. : carbohydrate
lipid metabalic yen
racess metabalic
P process
»/ \ l v
neutral lipid glycerolipid monosaccharide carbohydrate
metabaolic metabalic metabaolic biosynthetic
DrOCESS process process prOCESS
acylglycerol . manogaccharide
ygiyee hexose metabolic . .
metabalic biosynthetic
Drocess
PrOCESS process
triglyceride ; ; :
metabalic glucose metabalic hexose biosynthetic
-~ process process

N/

gluconeogenesis

response
to abiotic
stimulus

Y

response
to radiation

Y

responge
to ionizing
radiation

response
to gamma radiation

F2. abra: Az abran a dAda2b mutansban korai bab allapotban csokkent expressziot

mutato

gének kozott

azonosithatd,

szignifikansan

folyamatoknak megfelel6 génontologiai csoportok lathatoak.
A fehér szinnel jeldlt kategoriakba esé gének feldusulasanak szignifikancia szintje P>107; a
citromsargara szinezett kategoridkba eséké 10°>P>107; a narancssargakba es6 géneké pedig

10°>P>107".
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F3. abra: Az abran a dAda2b mutansban SpEv allapotban emelkedett expressziot

mutato

gének Kkozott

azonosithato,

szignifikansan

folyamatoknak megfelelé génontologiai csoportok lathatoak.
A fehér szinnel jeldlt kategériakba es6 gének feldusulasanak szignifikancia szintje P>107; a
citromsargara szinezett kategoridkba eséké 10°>P>107; a narancssargakba es6 géneké pedig

10°>P>10".
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F4. abra: Az abran a dAda2b mutansban korai bab allapotban emelkedett expressziot

mutato

gének kozott

azonosithato,

szignifikansan

folyamatoknak megfelel6é génontolégiai csoportok lathatoak.
A fehér szinnel jeldlt kategoriakba esd gének feldusulasanak szignifikancia szintje P>107; a
citromsargara szinezett kategoriakba eséké 10°>P>10"; a narancssargakba eséké 10°>P>10"
7 a pirosba tartozoké 107>P>10".
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