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BEVEZETES

A kromatin a DNS, hisztonok és nem hiszton jellegii fehérjék altal alkotott,
tomoritett struktura. A hisztonok bazikus jellegli fehérjék, melyek egy
globularis doménbdl, valamint flexibilis, toltott amino- és karboxi terminalis
végbdl allnak (hiszton “farok”). A hiszton farkak erés konzervaciot mutatnak a
killonb6z6 fajok kozott, és szdmos poszttranszlaciés moddositas (PTM)
figyelhet6 meg ebben a régioban (1). A hiszton fehérjék acetilacidja, mely az
egyik legintenzivebben vizsgalt PTM, egy gyorsan valtozé folyamat, melynek
szabalyozasaért a hiszton acetiltranszferazok (HAT) és a hiszton deacetilazok
(HDAC) ellentétes hatasa a felel6s (2-4).

A GCNS5 (general control nonderepressed 5) szdmos olyan HAT komplex
katalitikus alegysége (5), melyek ADA2 (alteration/deficiency in activation 2)
adaptor fehérjét is tartalmaznak. Az ADA2 fehérjékrdl megallapitottak, hogy
fontos szerepet jatszanak a transzKkripcid iniciaciés hely Kkivalasztasaban,
valamint kélcsonhatnak szamos alapvet6 transzkripcios faktorral, és el6segitik
a GCN5 HAT aktivitasat (6, 7).

Drosophila melanogaster-ben két AdaZ gén talalhato, a dAdaZa és a
dAdaZb. A két dADA2 fehérje hasonlit egymasra; az N terminalis régiojuk ZZ
doménje utan egy SANT domén talalhato, valamint harom kevésbé konzervalt,
kromatin kot6 funkciéval rendelkez6 ADA box, melyeket nemrég azonositottak
(8-10). A dADA2 fehérjék kiilonb6z6 komplexekben talalhatéak, és nem
képesek helyettesiteni egymas miikodését (11). Mig a dADAZ2a egy kisebb
komplexben talalhat6 (dATAC), mely a H4-es hiszton K5 és K12 lizinjének
acetilaciojaért felelds, addig a dADA2b egy nagyobb komplex tagja (dSAGA),
mely a H3 hiszton K9 és K14 lizin oldallancokat acetildlja (9, 11, 12).
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Ennélfogva, az ADA2 koaktivator fehérjék a hiszton acetiltranszferaz komplex
kiilonb6z6 tagjaival egylitt a legfontosabb tényezdék a szubsztratspecifitas és a
génspecifikus hatas megvaldsitasaban.

Az utébbi évtized intenziv kutatasanak koészonhetden fény derilt a
hiszton modositasok lényeges szabalyozé szerepére a kiilonbozd fizioldgiai
folyamatokban. Az abnormalis PTM miatt kialakult nem megfelel6 vagy
helytelen génexpresszids mintazat szamos emberi betegség, mint példaul a rak
és a neurodegenerativ megbetegedések kialakitasaban jatszhat szerepet (13).
S6t, a hisztonok kovalens modositasa korrelaciot mutat a tanulasi képességgel
és a memoriaval is (14). Ennélfogva, A HAT-ok és HDAC-ok szabalyozo
szerepének tanulmanyozasa a megfelel6 sejtfejlodési és differencialodasi
folyamatokban lehet6vé teszi a modulatorok terdpias felhasznalasat, ami az

acetilacio fiziologiai egyensulyat célozza meg (15).

CELKITUZESEK

A dADA2a fehérje a dATAC, a dADA2b fehérje pedig a dSAGA, HAT
aktivitassal rendelkezd komplex része Drosophila melanogaster-ben. Annak
ellenére, hogy a két dADA2 fehérje hasonl6 konzervalt doménnel rendelkezik
és hasonlé interakciés partnereik vannak, kiilonb6zé6 HAT komplexekben
miikodnek. Ezek a megfigyelések alapjan célul tiiztem ki, hogy azonositsam
azokat a részeket a dADA2 fehérjéken belil, melyek a kiilénb6z6
transzkripciés koaktivatorokkal és a dGCN5 acetiltranszferazzal valé
kapcsolédasukban jatszanak szerepet. A dADA2a és dADA2b fehérjék azon
régidit, melyek meghatarozzak azt, hogy az adott fehérje mely HAT

komplexekkel kapcsolédik, az alabbi médon vizsgaltam:



s dADA2a/2b és dADA2b/2a kiméra fehérjéket expresszalé transzgének

eloallitasa;

% Az expresszaltatott kiméra fehérjék miikodésének in vivo vizsgalata

ada2ad189 és adaZb4? mutansokban;

** A hiszton acetilaciés mintazat vizsgalata politén kromoszémakon a

kiméra fehérjéket kifejezd adaZ null mutans allatokban

¢ Kivalasztott gének expresszidés vizsgalata a kiméra fehérjéket

expresszalé ada2adl8? és ada2bi8# null mutans allatokban.

Tovabba, két dADA2b fehérje izoforma létezését mutattak ki Drosophila
melanogaster-ben, ami tovabb szélesitheti a dSAGA miikodési komplexitasat.
A két dADA2b izoforma az N-termindlis végiikon azonos, de a C-terminalis
végeik kiillonboznek egymastél. Mindkét izoforma tartalmaz cink-ujj
motivumot és SANT domént az N-terminalis végen, valamint két ADA box-ot a
C-termindlis részén. Ezek a megfigyelések alapjan felmeriilt a kérdés, hogy
vajon a két izoforma ugyanazon HAT komplex alegysége, vagy két kiillonb6zo

HAT komplex létezik a kiillonb6z6 dADA2b izoformaknak megfelelden.

ANYAGOK ES MODSZEREK

% Molekularis klonozasi modszerek, Gateway technologia

¢ Kiméra DNS szekvencidk klénozasa

% Konstrukt készités ko-immunprecipitaciéhoz

¢ Drosophila S2 sejtek tranziens transzfekcioja, fehérje expresszié és tisztitas
¢ Ko-immunprecipitalas

% Western analizis

¢ Drosophila genetikai analizis



% Transzgenikus Drosophila torzsek l1étrehozasa

% UAS-Gal4 rendszerrel végzett in vivo funkcionalis kisérletek
% Immunfluoreszcens politén kromoszoma festések

% RNS tisztitas, cDNS szintézis

¢ Quantitativ Reverz-TranszKkriptaz kapcsolt PCR

EREDMENYEK

1. A kiméra transzgének tervezése

D. melanogasterben, a dSAGA és dATAC HAT komplex Kkatalitikus
aktivitasaért a GCN5 fehérje felel6s, mely a dADA2a és dADA2b tipusu adaptor
fehérjékkel egyiitt szabalyozza a két HAT komplex hiszton acetiltranszferaz
aktivitasat és specifitasat. A két dADA2 fehérje funkcionalis vizsgalata soran
kideriilt, hogy mig a dADA2a miikodésének elvesztése befolyasolja a H4
hiszton K5 és K12 lizinjének acetilaciéjat (12), az ada2b?42 null mutansoknal a
H3 hiszton K9 és K14-es lizinjének acetilacioja vész el (11). Tovabba, a dATAC
komplex kimerit6 vizsgalata ramutatott arra, hogy a dGCN5 mellet jelen van
egy masik HAT katalitikus alegység, a dATAC2, melynek kulcsszerepe van az
embrionalis H4K16 acetilaciéban. Kivancsiak voltunk arra, hogy a dATAC
komplex H4 hiszton acetiltranszferaz aktivitasa vajon a dGCN5-nek vagy mas
hiszton acetiltranszferaz enzimnek koszonhetd. Vad tipusu, valamint gcn5E333st
kés6i harmadik stadiumu larvakbol gytjtott fehérjekivonat immunoblot-os
vizsgalata kimutatta a H3 és H4 hisztonok acetilaci6janak csokkenését a K12
és K14 lizin oldallancokon abban az esetben, ha a dGCN5 Kkatalitikus alegység

miikodését befolyasoljuk.



A fentebb targyalt eredmények és a korabbi adatok fényében eltinddtiink
a dADA2 faktorok lehetséges szerepérdél a dATAC és dSAGA komplexekben.
Annak érdekében, hogy tobb informdacidét nyerjiink arra vonatkozdan, vajon a
két dADA2 fehérje szabdlyozza-e a GCN5 specifitdsat a dATAC és dSAGA
komplexeken beliil, rekombinans kiméra dADA2-ket sikeriilt 1étrehozni PCR
reakcidval l1étrehozott DNS fragmentek dsszekapcsolasaval, melyek paronként
megfeleltethet6k a két dADAZ2 funkciondlis doménjeinek. A Kkiméra
konstrukciot tartalmazé plazmidokat tranziens transzfekciéval juttattuk be
Drosophila S2 sejtekbe, és Western blot technika segitségével igazoltuk, hogy
minden plazmidrél a megfeleld mérettartomanyba esd kiméra fehérje
keletkezik.

A kimérak in vivo jellemzése transzgenikus torzsek l1étrehozasan alapult; a
kimeéra fehérjéket kodolo régidk P-elemet tartalmazdé vektorba torténd
beépitését kovetden helyspecifikusan sikeriilt azokat beépiteni a Drosophila
genomjaba, a vektorral kompatibilis ¢C31 rendszernek megfelel6en. Ezutan a
kiméra transzgéneket adaZadl8® és adaZb¥*? mutaciok menekitésére

teszteltem.

2. A dADAZ2 fehérjék az ada2a?18? és az ada2b?*? mutdcidkat részlegesen

menekitik

Az ada2bi4 mutaciot hordozo6 allatokrol korabban mar kimutattak,
hogy P5 babstadiumban elpusztulnak (11). Az adaZbd#? mutans hattéren
tesztelt négy kiilonb6z6 dADA?2 kiméra transzgént hordoz6 allatok koziil csak
azoknal az volt megfigyelhet6 menekités, melyek a pUAS-dAdaZaZb transzgént
expresszaltak. Az Aktin-GAL4 driver-rel meghajtott pUAS-dAdaZaZb

transzgént hordozé allatok tobb mint 50%-a elérte a P5 babstadiumot és akar
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a P14 stadiumig is eljutottak; azonban a novekedésiikben két napos késeést
figyeltem meg a heterozigéta egyedekhez képest. Az allatoknak csak kevés
szazaléka tudott tuljutni a teljes fejlodési allapoton és feln6ttként kikelni, és
ezek az egyedek 12 o6ran beliil elpusztultak, és szarnyaikat sem tudtak
megfeleléen széthajtogatni. A pUAS-dAdaZbZ2a kiméra transzgén adaZbi8#
mutans hattéren viszgalt expresszidja semmilyen mértékben nem volt képes
menekiteni a fenotipust, ellentétben a pUAS-dAdaZaZb transzgénnel
Kontrollként megallapitottam, hogy az adaZb?4# PS5 letalis fenotipus a pUAS-
dAdaZb expresszidjaval részlegesen menekithetd, és az allatok 80%-a ennek
eredményeképp sikeresen eljut a P14 fejlédési allapotig. Teljes menekitést
ezzel a transzgénnel nem varhatunk, mivel az dAdaZ2b cDNS, melyet a pUAS-
dAda2b transzgenikus torzs létrehozasahoz hasznaltam fel, csak a dADA2b
fehérje rovid izoformajat tartalmazta. Ezzel ellentétben, a pUAS-dAdaZa
transzgén expresszidja adaZbi* mutans hattéren azt eredményezte, hogy az
allatok 50 %-a, melyek elérték a P12 fejlédési allapotot, hasonld fenotipikus

belyegekkel rendelkeztek, mint a adaZ2b¥42 t1lél6 mutansok.

A kiméra transzgéneket a tovabbiakban a jellegzetes adaZa?8® null
mutans menekitd képességiik alapjan vizsgaltam. Az adaZa??8? egy null allél
mutacio, mely homozigétaként 2 hétig életképes L3 larva formaban, de nem
nem képes elérni a bab allapotot, vagy pedig deformalt, barnas babot
eredményez, melyen az anterior spirakulum nem tud teljesen kitirodni (12). A
pUAS-dAdaZa transzgén expresszidja teljesen menekit, mig a pUAS-dAdaZb
transzgénnek nincs hatasa a fenotipusra. Amikor a pUAS-dAdaZbS2a és a
pUAS-dAdaZbM2a kiméra transzgének menekitd képességét teszteltem, az
allatok tobb mint 20%-an az L3 letalitds menekitését figyeltem meg. Ezzel

ellentétben, az ada2a??8? mutansok, melyekben megakadt a fejlodés és L3 larva



allapotban maradtak akar 2 hétig is, a dAdaZbs2a és a dAda2b"2a transzgének
expresszioja segitett ezen a fejlédési defektuson, és az allatok négy napon
beliil elérték a P5 stddiumot. A vad tipushoz képest két napos csuszas volt
megfigyelhet6 a pUAS-dAdaZb-2a és pUAS-dAdaZaZb transzgéneket
expresszald adaZa??8 mutans hatterii allatok esetén. Mind a pUAS-dAdaZb'2a,
mind a pUAS-dAdaZaZb transzgént expresszaldo adaZa??8® mutans hatter(
allatok esetén azt tapasztaltam, hogy a fenotipusok a pUAS-dAdaZa
transzgénnel 0sszehasonliva nem menekitettek szignifikansan.

Mindezeket a menekit6 kisérleteket figyelembe véve feltételezhetjiik,
hogy a dADA2a és dADAZ2b fehérjék C-terminalis részeinek fontos szerepe van
a kiméra transzgének adaZa?®® és adaZb?¥*? mutansokat menekito
képességében. A két fehérje kozott megfigyelhetd nagyfoka homologia
segitheti a kiméra fehérjék vad tipusu fehérjékhez hasonld, megfelel6
tekeredését, és részlegesen helyreallhat az egyik vagy a masik dADA2 fehérje

funkcioja.

3. AdADAZ2 kiméra fehérjék expresszio ja helyredllitja a hiszton H3

illetve H4 specifikus lizin oldallancainak acetildcios szintjét

A menekitési kisérletek eredményét alatamasztando6, politén
kromoszoma festéseket készitettem, hogy eldontsem, a pUAS-dAdaZbs2a,
pUAS-dAdaZbM2a illetve pUAS-dAdaZaZb transzgének expresszidja képes-e
helyreallitani a ada2a?8 illetve adaZb?%2 mutacié miatt elveszett acetilaciés
mintazatot.

AdaZb%% mutans allatokban a H3K9 és K14 acetilacigjat a pUAS-
dAdaZa2b transzgén expresszidja visszaallitotta, mig a pUAS-dAdaZbs2a,
pUAS-dAdaZbM2a illetve pUAS-dAdaZb-2a kiméra transzgéneknek nem volt
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kimutathat6 hatasa sem a H3K9, sem a H3K14 acetilaciéra. Ugyanazokat az
antitesteket  hasznalva  Western  blottal is alatdmasztottam a
kromoszomafestések eredményeit.

A pUAS-dAdaZbs2a illetve a pUAS-dAdaZbM2a transzgének expresszidja
adaZad18? mutansokban helyreallitotta a H4K5 és K12 acetilacié6 mintazatanak
intenzitasat. Tovabba, a politén kromoszoma szerkezetében ,javulas”
figyelhetd meg kiméra transzgéneket expresszalé adaZad'8® null mutansok
esetében. dADA2bs2a illetve dADA2bM2a kiméra fehérjéket tartalmazo
adaZad1%® mutans allatokbdl szarmazo teljes fehérje extraktumbél Western
blottal H4K5 és K12 acetilaci6 specifikus antitesteket alkalmazva
megerdsitettem a kromoszdéma festésnél kapott eredményeket.

A hiszton H3 és H4 lizin oldallancain megfigyelhetd acetilacié szintjében
bekovetkezé in vivo valtozdsok arra utalnak, hogy a kiméra fehérjék
részlegesen képesek helyettesiteni a HAT komplexen belil 1évd egyik vagy

masik dADAZ2 fehérje funkciojat.

4. A dADAZ kiméra fehérjék nem névelik azon gének expressziojdt,

melyek az ada2a?18? vagy a ada2b3*? mutdcié miatt érintettek

A legfrissebb publikacik adatai alapjan, az adaZb4642 mutacié a géneknek
csak egy kis halmazara van hatassal, mig figyelemreméltéan nagyszamu gén
érintett a dATAC-specifikus funkcidvesztés esetén (16, 17). A menekitési
kisérletek eredményei és a politén kromoszéma immunfestése alapjan azt
feltételezziik, hogy a kiméra transzgének expresszidja az adaZ mutansokban
akar génexpresszios valtozasokat is meghatarozhat. Annak érdekében, hogy
tanulmanyozzuk a kiméra transzgének expressziojanak molekularis

kovetkezményeit, 6sszehasonlitottam par kivalasztott gén mRNS szintjét a vad
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tipusu és a kiméra transzgént expresszald allatok kozott kvantitativ valds idej
PCR technika segitségével. Azon gének koziil, melyekre hatdssal van az
adaZb?4 mutacio, kivalasztottam parat, melyek vagy down-regulaltak,mint a
Sugarbabe (Sug) és a Cap’n’collar (Cnc), vagy up-regulaltak mint a Frost (Fst)
és a Hus 1-like (Hus-1) (17). A kivalasztott adaZa?18? fiiggd gének koziil néhany
a Halloween gének csoportjdba tartozik, ezek az ekdizon bioszintézis
utvonalban jatszanak szerepet: a Phantom (Phm), a Spookier (Spok) és a
Shadow (Sad). Ezen gének expresszidja az adaZa?8® mutans fenotipus esetén
csokkent szintet mutat (16). Meglep6 mddon, az adaZ mutans és a kiméra
transzgént hordoz6é mutans allatok mRNS szintjeinek 6sszehasonlitasaval nem
tudtam szignifikans valtozast kimutatni egyik fent emlitett gén esetén sem. Ez

a megfigyelés talan a részleges menekités kovetkezménye.

5. In vivo kélcsénhatds a dADA2b izoformdk, a dADA3 és a dp53 kézott

Drosophildban a dAda2b gén két fehérjét kddol, az dADA2ZbS és az
dADAZ2bL izoformat, melyek a dSAGA funkcionalis Osszetettségét tovabb
novelhetik. A két izofoma N-terminalis része 330 aminosav hosszusagban
megegyezik, melyek cink-ujj és SANT doméneket tartalmaznak, ami minden
ismert ADA2 fehérjére jellemzd. Ezek mellett még két, ugynevezett ADA box is
jelen van az N-terminalis régioban. A két dADA2b izoforma dSAGA HAT
komplex alegységeivel torténd izolalasa azt jelzi, hogy a rovid és a hosszu
dADA2b izoforma ugyanabban a komplexben vagy hasonlé multiprotein
komplexben van jelen.

Kisérleteket végeztem annak eldontésére, vajon a két dADA2 izoforma
kolcsonhat-e egymassal, esetleg mindkett6 kolcsonhat-e az dADA3-mal vagy

mas, dADA2b tartalmi HAT komplex-szel. Egyes tanulmanyok kimutattak,

9



hogy a dADAZ2b gén mutacidja képes befolyasolni a dp53 funkciojat. A dADA2b
és a dp53 fizikai kolcsonhatasat korabban mar leirtak. Vizsgalataim sordn arra
a kérdésre kerestem a valaszt, hogy vajon az dADA2b és a tumor szupresszor
dp53 kozotti kolcsonhatasnal a két izoforma mutat-e kiilonbséget.

A fehérje-fehérje kolcsonhatds kimutatasahoz N-terminalis FLAG-el
valamint HA epitoppal jelolt dADA2b izoformat Drosophila S2 sejtekben
fejeztettem ki. Ko-immunoprecipitaciés vizsgalatokkal kimutattam, hogy a két
izoforma in vivo kolcsohat egymassal. Tovabba megallapitottam, hogy mindkét
dADA2b izoforma kolcsonhat mind dADA3-mal, mind dp53-mal. Mindent
osszevetve, a vizsgalt fehérje-fehérje kolcsonhatdsok nem mutattak
kiillonbséget a két dADA2b izoforma esetén, ami felveti annak lehet6ségét,
hogy a dADA2bS és a dADA2DbL fehérjék dimert képeznek egymassal. Tovabba,
a dSAGA alegység dADA3-mal valé kolcsonhatas alapjan azt feltételezhetjiik,
hogy mindkét dADA2b izoforma vagy ugyanannak vagy hasonl6 HAT
komplexeknek a tagja. A két izoforma dp53-mal val6 kélcsonhatasa arra utal,

hogy szerepiik lehet a dp53-medialta utvonalakban.

OSSZEFOGLALAS

Disszertaciomban szamos bizonyitékkal timasztom ala, hogy a Drosophila
ADA?2 adaptor fehérjék C-terninalis doménje szerepet jatszik a dSAGA vagy a
dATAC komplex specifitasaban in vivo. Szamos domén-cserélt kiméra fehérje
segitségével, melyekben a dADA2a és dADA2b kiilonb6zd darabjait
kolcsonosen kicseréltem, az egyes régiok HAT komplex specifitasanak
fontossagat vizsgaltam. A kiméra ADA2 fehérjék in vivo funkcidjat a
dADA2a/dADA2b fehérjék fenotipikus menekitésének és hiszton maddosito
képességének meghatarozasaval adaZa?'8? és adaZb?# null-mutans hattéren
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teszteltem. Megallapitottam, hogy a kiméra dADA2 fehérjék Actin-Gal4
hajtotta tdltermelése részleges fenotipus menekitést eredményez az egyik
vagy a masik adaZ2 mutansban. A Drosophila politén kromoszoma
immunfestése és western blot analizis az elveszett H4K5 és K12 vagy H3K9 és
K14 acetilaci6 visszaallitasat mutatta a kiméria géneket hordoz6 adaZ
mutansokban. Ezen tulmenden, a dADA2b/2a kiméra transzgének
expresszidjanak hatdsa szintén jol megfigyelhetd6 a dATAC mutansok
kromoszdma-szerkezetének megvaltozasaban. Az ada248 null mutaciéra
jellemz6 deformalédott kromoszéma fenotipus jelentésen javult a pUAS-
dAda2bs2a vagy pUAS-dAdaZbM2a kiméra transzgént Kkifejez6 mutans
allatokban. Ezen megfigyelések bizonyitjdk, hogy az ADA2 fehérjék C-
terminalis doménje fontos szerepet jatszik ezen fehérjék dSAGA vagy dATAC
komplexekbe val6 beépiilésében. Tovabba, a dADA2Z kiméra fehérjék
hasznalata menekitésre és a fejlédési folyamatok vizsgalatara egy kivalo
stratégiat biztosit a dADA2 fehérjék specifikus szerkezeti alegységeihez
tartozo specialis funkciok hozzarendeléséhez.

Biokémiai és genetikai bizonyitékok tamasztjak ala, hogy a két dADAZb
izoforma kiillonb6z6 mennyiségben termelédik a Drosophila egyedfejlédése
alatt (18). A kisérleti adatok alapjan megallapithatd, hogy a két dADA2b
fehérje kolcsonhat egymassal és ko-immunoprecipitalhaté dADA3-mal és a
tumor szuppresszor dp53-mal S2 sejtekbOl. Ezen megfigyelések alapjan
elmondhat6, hogy mindkét dADA2b fehérje miikod6képes, és alatamasztja a
lehet6séget, hogy a dADA2bL és a dADA2bS: 1. el6fordulhat ugyanabban a
HAT komplexben; 2. kiillonb6z6 SAGA komplexek alegységei. A p53-mal
torténé kolcsonhatasuk mindkét esetben az apoptotikus utvonalban betoltott

szerepiikre utal.
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