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Roviditések
ADAZ2: alteration/deficiency in activation-2
ADAZ3: alteration/deficiency in activation-3
ATAC: ADA two a containing complex
ATACL1: ATAC component 1
ATAC2: ATAC component 2
CBP: CREB-binding protein
CDK: cyclin-dependent kinase
CHRACL17: Chromatin accessibility complex 17 kDa protein
DSIF: DRB sensitivity-inducing factor
Gcenb: general control nonderepressible 5
GNAT: Gcenb-related N-acetyltransferase
HAT: Histone acetyltransferase
HCF1: Host cell factor 1
MBIP: MAP3K12-binding inhibitory protein 1
MYST: Morf, Ybf2, Sas2, Tip 60 containing protein family
NC28: Negative cofactor 2-beta
NELF: negativ elongacios faktor
p300/CBP: protein of 300 kDa and CREB-binding protein
PCAF: p300/CBP-associated factor
P-TEFb: positive transcriptional elongation factor b
SAGA: Spt-Ada-Gcenb containing acetyltransferase complex
SANT: olyan domén, mely a Swi3-Ada2-NCoR-TFIIIB fehérjékben talalhato

SGF: SAGA-associated factor



SPT: Suppressor of Ty element

SRC: szteroid receptor koaktivator 1

SUSL1: S1 gene upstream of ySal

TAF: TATA box-binding protein-associated factor
TBP: TATA Binding Protein

TFIID: Transcription Factor 11 D

UBPS8: ubiquitin-specific processing protease 8
XPB: Xeroderma pigmentosum B

XPD: Xeroderma pigmentosum D

WDA: will decrease acetylation

WDR: WD repeat-containing protein

WDS: will die slowly

YEATS2: YEATS domain-containing protein 2

ZNF: Zinc finger



1. Bevezetés

1.1. A nukleoszéma és a kromatin szervezodése

A DNS tomorités nélkiil nem férne el az eukaridta sejtek mikroszkopikus méreti
sejtmagjaban, ezért sziikség van egy kompakt szerkezet létrehozasara, melyben hiszton
fehérjék vesznek részt. A DNS a pozitiv toltésii hiszton fehérjékhez kapcsolddik, ezéltal
létrejon a kromatin alapegysége, a nukleoszoma. A H2A, H2B, H3 és a H4 hiszton
fehérjék oktamert alkotva, két kopiaban vannak jelen a nukleoszomakban [1]. A hiszton
fehérjék szerkezetére jellemz6 az ugynevezett ,hiszton-fold domén” (HF), mely 3 alfa
helikalis részbd6l (al, a2, a3) és az ezeket Osszekoté nem helikalis szerkezetli loop
régiokbol all (1. abra) [1]. A hiszton-fold domének a fehérje-fehérje kolcsonhatasok

kialakitasaban és a DNS kotésében vesznek részt [1].
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1. abra: Core-hiszton fehérjék szerkezete sematikusan abrazolva. A téglalapok a fehérje-
fehérje kolcsonhatas kialakitasaban részt vevo helikalis szerkezeti hiszton-fold doméneket (al, 0.2,
a3) jelolik. Az L1 és az L2-vel jeldlt részek a hélixeket dsszekoté nem helikalis szerkezetli loop
régiokra vonatkoznak. Luger K 1997 alapjan modositva [1].

A nukleoszémaban el6fordulo hiszton fehérjék koziil a H3 a H4-gyel, a H2A pedig
a H2B-vel alkot dimert. El6szor ketté H3-H4 dimer rendez6dik egy tetramer szerkezetbe,
melyhez egy 60 bazisparnyi DNS szakasz kotddik, majd ehhez a struktarahoz kapcsolodik
a két H2A-H2B dimerbdl all6 tetramer. Az igy kialakuld nukleoszéma mag koré koriilbeliil
1,7 csavarulatot képezve tekeredik 146 bazispar DNS [2]. A nukleoszomak kozott 1€vo,
koriilbeliil 50-60 bazispar hossziisagh DNS szakaszhoz kotddik a HI1 fehérje. A
nukleoszomak feltekeredésével alakul Ki a szolenoid struktara, amely egy tomor 30 nm-es
kromatin szalat jelent. A szolenoid szerkezetnél 6 nukleoszoma alkot egy csavarulatot. A
szolenoidok tovabbi hurkolodasaval egy kompaktabb, 300 nm atmérdji kromatinszal
keletkezik, végiil 1étrejon egy 700 nm-es szal, ami a kromoszéma kromatidait alkotja [3]

(2. abra). A transzkripcié és a replikacié soran a polimerazoknak hozza kell férniiik a DNS



szalaihoz, azonban a tomor kromatin szerkezet akadalyozza ezt, ezért sziikség van a
kromatin szerkezet dinamikus valtozasara. A nyitott kromatin szerkezet teszi lehetové,

hogy a DNS szakaszain a transzkripcié végbemenjen.
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2. abra: A kromatinallomany szervezédési szintjei. Az abra a kromatinallomany kiilonboz6
szervezOdési szintjeit abrazolja sematikusan. Benjamin A. 2004 alapjan modositva [3].

1.2. Hisztonok poszttranszlacios modositasainak hatisa a kromatin szerkezetre

A nukleoszémakat alkotd hisztonok N-termindlis régioin kiilonbozé kovalens
poszt-transzlaciés moddositasok mehetnek végbe, melyek hozzdjarulnak a kromatin
szerkezet modosuldsahoz. A hisztonok modositasai altal jon 1étre a nyitott és zart kromatin
szerkezet kozotti atalakulas, ami hatassal van a génmilkodés szabalyozasara is. A
hisztonok pozitiv toltéssel, a DNS pedig negativ toltéssel rendelkezik. Ha a hiszton
fehérjék oldallancain acetilacio torténik, akkor a hiszton pozitiv t6ltések szama csokken, és
a DNS, valamint a hiszton fehérjék kozotti kolcsonhatas gyengiil, igy egy nyitottabb
kromatin szerkezet johet 1étre [4]. Ezt a feltételezést tamasztja ala az a kisérlet is, melynél
megfigyelték, hogy a H4K16 acetilacioja akadalyozza a kromatin magasabb szintii
kondenzaltsagat [5].



A hiszton moédositasokat kiillonb6z6 nem hiszton fehérjék ismerik fel az erre
specifikus doménjiikkel. Szamos olyan domént azonositottak, melyek szerepet jatszanak a
modositasok felismerésében. A hiszton metilaciot felismeré domének kozé tartoznak a
Chromo- (chromatin organization modifier), Tudor- (Transcription factor-like), vagy a
PHD- (plant homeodomain) domén, mig az acetilacié felismerésében a Bromodomén
jatszik szerepet [6].

A hisztonok poszttranszlacios modositasait felismerd fehérjék altalaban
specifikusak az adott modositasokra [példaul a BPTF (Bromodomain and PHD finger-
containing transcription factor) fehérje Chromodoménje a H3 4-es lizinjén 1évo
trimetilaciot ismeri fel]. Bizonyos poszttranszlaciés modositasok hatassal vannak a kozeli
hisztonokon 1évé fehérjék kotddésére [példaul a H3 szerin 10-es foszforilacidja
befolyasolja a HP1 (Heterochromatin protein 1) kotédését a H3 9-es metilalt lizin
részeken] [7].

Ezen a mechanizmuson alapul a hiszton kod hipotézis is, mely szerint a hisztonok
oldallancain megjelené modositasok egyfajta kodot jelentenek, melyeket bizonyos fehérjék

olvasnak le, ezaltal lehetové teszik a kromatin szerkezet modositasat.

1.3. Hiszton acetiltranszferazok

A hiszton acetiltranszferazok (HAT) olyan enzimek, melyek az acetil koenzim A-
rol a hisztonok lizin aminosavjaira helyeznek at acetil csoportot. A HAT fehérjék
szubcellularis lokalizaciojuk alapjan két csoportba sorolhatok: az A tipust hiszton
acetiltranszferazok a nukleoszomakban talalhato hiszton fehérjék modositasaiban vesznek
részt, mig a B tipust hiszton acetiltranszferazok a citoplazméaban vannak jelen és az
Ujonnan szintetizalodd hisztonok modositasaiban jatszanak szerepet. A hiszton
acetiltranszferazokat katalitikus doménjiik alapjan is csoportosithatjuk. Eszerint a HAT
fehérjéket a kovetkez6 fehérjecsaladokba sorolhatjuk: SRC (szteroid receptor koaktivator
1), MYST (Morf, Ybf2, Sas2, Tip 60 tartalmiu), GNAT (Gcen5 tartalmu N-
acetiltranszferaz), p300/CBP (CREB-binding protein) és TAF1 (TBP-vel asszocialt faktor

1) [8].



1.4. GCNS5 tartalmu hiszton acetiltranszferaz komplexek

A Tetrahymena thermophila-ban azonositottak elészor a HAT enzim aktivitassal
rendelkez6 proteint, a P55-6t. Azdta szdmos mas organizmusban IS megtalaltak a p55
ortologjat, melynek elnevezése az éleszt6 mutans fenotipusa alapjan a GCN5 (general
control nonderepressible 5) lett. Emlds sejtekben a GCNS5 fehérjének két variansat - a
rovidebb GCNS5S-t és a hosszabb GCNSL fehérjét - figyelhetjiik meg. A GCN5
egymagaban képes acetilalni a nem nukleoszomalis H3 14-es lizinjét [9]. A GCNS5 fehérje
azonban nem Onmagaban, hanem kiilonb6z6 tipusi HAT komplexben fordul eld, mint
példaul a SAGA (Spt-Ada-Gcn5 Aacetyltransferase) vagy az ATAC (ADA-Two-A-
Containing) komplexekben, ezaltal képes acetilalni a nukleoszomalis hisztonokat is [10]
[11] [12].

A SAGA (Spt-Ada-Gcen5 Aacetyltransferase) komplex tobb funkcionalis modulbol
all. A TAF modul és az SPT modul mellett rendelkezik még deubiquitinaciods és acetilacids
modullal is. Az ¢leszté sejtekben talalhatd SAGA acetilacios modulja az YGCN5, az
yADA?2 (alteration/deficiency in activation-2), az yADAS3 (alteration/deficiency in
activation-3) és az ySGF29 (SAGA-associated factor 29) fehérjéket tartalmazza. Az ySPT3
(suppressor of Ty element 3) és az ySPT8 fehérjék a TBP-vel (TATA binding protein)
képeznek kolcsonhatast. A deubiquitinaciés modul felépitésében az yUBP8 (ubiquitin-
specific processing protease 8), az ySUS1 (S1 gene upstream of ySal), az ySGF11
(SAGA-associated factor 11) és az ySGF73 vesz részt. Tovabbi alegységek, mint az
ySPT7, az ySPT8, az ySPT20, az yADA1 (alteration/deficiency in activation-1), az yTAF5
(TATA box-binding protein-associated factor 5), az yTAF6, az yTAF9, az yTAF10 és az
yTAF12 a komplex strukturalis felépitésében jatszanak fontos szerepet (I tablazat) [13]
[14]. A hiszton-fold doménokat tartalmazd YTAF fehérjék koziil az yTAF10 az ySPT7
fehérjével kapcsolodik, tovabba az yTAF12 az yADALI fehérjével alakit ki kolcsonhatast
[15]. A hiszton-fold doménnel rendelkezd fehérjék mellett a WD40 ismétlédéseket
tartalmazd YTAFS és ySPT8 is részt vesz a fehérje-fehérje kdlesonhatasok kialakitasaban
[16]. A magasabb rendii eukariota szervezetben eléforduldo SAGA komplexek Osszetétele
hasonlit az ySAGA komplex felépitésére. A GCN5-h6z hasonléan konzervéltsagot
mutatnak a TAF5, TAF6, TAF9, TAF10 és az ADA2 fehérjék is [17] [18] [19]. Jellemzb
ezekre a fehérjékre, hogy az evolucios fejlédés soran tobb valtozatuk jott 1étre, amelyek
kiilonbozd transzkripcidban szerepet jatszo komplexek alegységei. Emlds sejtekben a

TAFSL ¢és a TAF6L fehérjék a SAGA komplexben, mig a TAF5 és a TAF6 fehérjék a



TFIID-ben (Transcription factor Il D) fordulnak elé [20]. A Drosophilaban talalhato
dTAF10, illetve dTAF10b fehérjék valdsziniileg szintén két kiilonb6zé komplexben
fordulnak elé [19]. Irodalmi adatok alapjan feltételezhet, hogy a dTAF10 a dTFIID, a
dTAF10b a dSAGA komplex részét képezi [21]. Human sejtekben azonban a hTAF9 és a
hTAF9Db része a SAGA és a TFIID komplexeknek is [18].

Elesztében egy ADA2 fehérje van, mely része az ADA és a SAGA komplexnek is
[22]. A Drosophila és a human sejtekben két kozeli rokon ADA2 fehérje talalhato, a
dADAZ2a és a JADA2b. A biokémiai vizsgalatok azt mutattak, hogy a dADA2b a dSAGA,
a dADAZ2a viszont a 0,7 MDa dATAC komplex tagja [23] [24] [25].

Az ATAC komplex hiszton acetiltranszferaz moduljat az ADA2a, ADA3, GCNS és
az SGF29 alkotjak. Ezek koziil az ADA3, a GCN5 és az SGF29 fehérjék a SAGA és az
ATAC koz6s alegységei (I tablazat). A két komplex HAT moduljaiban kézos GCN5
fehérje a Bromodoménjan keresztiil ismeri fel a hisztonok acetilalt részeit [26]. A kozos
alegységek koziil az SGF29 a trimetilalt részek felismerésében vesz részt.

Az ADA2 fehérjék ZNF (Zinc finger), SANT (Swi3-Ada2-NCoR-TFIIIB) és
SWIRM (Swi3p-Rsc8p-Moira) doménnal rendelkeznek, melyek kiilonb6z6 funkciot
toltenek be a kromatin szabalyozasaban. Az ADA2a fehérje SWIRM doménjan keresztiil
kotédik a  hisztonok acetilalt részeihez, majd indukalja az ACF (ATP-
dependent chromatin-assembly factor) komplex H1-hez valo kot6dését, ami a kromatin
allomany atrendezddéséhez vezet [27]. A SANT és a Zn-Ujj domének a GCNS5 és az ADA2
fehérjék kozotti kapcsolatban vesznek részt [28]. Az ADA fehérjék tartalmaznak még
konzervalt ADA boxokat, melyek szerkezete hasonlit mas fehérjékben is eléforduld
hiszton-fold doménra [25].

A kozos alegységek és az ADA2a fehérjéken kiviill az ATAC komplex tovabbi 8
alegységét azonositottak human sejtekben: ATAC1 (ATAC component 1), ATAC2
(ATAC component 2), HCF1 (Host cell factor 1), WDR5 (WD repeat-containing protein
5), NC2B (Negative cofactor 2-béta), YEATS2 (YEATS domain-containing protein 2),
MBIP (MAP3K12-binding inhibitory protein 1), CHRAC17 (Chromatin accessibility
complex 17 kDa protein) [29] (I. tablazat). Drosophilaban a human ATAC komplexet
alkoto fehérjék ortologjai mellett tovabbi 1 alegységet talaltak, az ATAC3 fehérjét [29]. Az
ATAC komplex modularis felépitése eltér a SAGA-t6l. Az ATAC nem rendelkezik
deubiquitinacios modullal, SPT modullal, és a TAF fehérjékbdl allo modul is hianyzik.
Tovabbi kiilonbség az is, hogy az ATAC komplexben nemcsak a GCN5, hanem az

ATAC2 fehérje is rendelkezik hiszton acetiltranszferaz aktivitassal [30]. Azonban az
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ATAC komplexen beliil is jelen vannak hiszton-fold domént, illetve WD40 domént
tartalmazo fehérjék, melyek a komplex stabilitasanak fenntartasaban vesznek részt. Az
ATAC komplex WD40 domén tartalmu fehérjéi kozé tartozik a human sejtekben jelenlévo
WDR5 (WD repeat-containing protein 5), illetve Drosophilaban a WDS (will die slowly)
fehérje, amely a hWDRS5 ortologja. Az ATAC komplex hiszton-fold domént tartalmazo
fehérjéi az NC2B, a YEATS2 és a CHARC14 [29].

Az ATAC ¢és a SAGA komplex nemcsak felépitésében kiilonbozik egymastol. A
Drosophildban el6fordulo dSAGA, illetve dATAC GCN5 tartalmi HAT komplexek
hiszton acetiltranszferaz aktivitasanak specificitasa eltéré. Drosophila melanogaster-ben a
dSAGA alegység dADA2b fehérje hianyaban a H3-as hiszton 9-es és 14-es lizin
acetilaciojanak csokkenését figyelték meg. A dADA2a fehérje hidnydban viszont a H4-es
hiszton 5-6s, illetve 12-es lizinjének acetilacidja csokkent [31] [32]. Ugyanakkor az
dADA?2 fehérjék a H3K18-, H4K8- és a H4K16- acetilaciojat nem befolyasoljak [31] [32].

SAGA
YSAGA dSAGA hSTAGA
SAGA és ATAC | yGCNS5 dGCNS5 hGCNS(KAT2A) e
komplex Kozos és PCAF Acetllac,l,oert
, yADA3 dADA3 hADA3 felelGs
alegységek ,
ySGF29 | dSGF29(CG30390) | hSGF29(CCDC101|  alegységek
yADA2 dADA2b hTADA2b
VADALl | dADA1 (CG31866) hTADA1
yTRAL dTRA1 hTRRAP
ySPT8 - -
YSPT7 dSPT7(CG6506) | hSPT7(SUPT7L) S el
ySPT3 dSPT3 (CG3169) | hSPT3 (SUPT3H)
ySPT20 | dSPT20(CG17689) | hSPT20 (p38IP)
SAGA specifikus |__YTAF12 dTAF12 hTAF12
alegységek yTAF10 dTAF10 hTAF10
yTAF9 dTAF9 hTAF9 TAF modul
VTAF6 dTAF6 hTAF6
yTAFS dTAF5 hTAFS
ySGF73 dCG9866 hATXN7
ySGF11 dSGF11 hATXN713 | Deubiquitinacioért
felelGs
ySUS1 dE(Y)2 hENY2 alegységek
yUBPS dNONSTOP husP22
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ATAC
dATAC hATAC
SAGA és ATAC | dGCN5 hGCN5(KAT2A) és PCAF -
komplex kézés | JADA3 hADA3 Acetllacllloert
alegységei felel6s
dSGF29(CG30390) hSGF29(CCDC101 alegységek
dADA2a hADA2a
dATAC3 -
dATAC2(CG10414) hATAC2(CSRP2BP)
dATAC1 hATAC1(ZZZ3)
ATAC specifikus dHCF1(CG1710) hHCF1(HCFC1)
alegységek dWDS hWDR5
dNC2B hNC2B(DR1)
dYEAST2(D12) hYEAST2
dMBIP(CG10238) hMBIP
dCHRAC14 hCHRAC17(POLE3)

I tablazat: ATAC és SAGA komplex alegységek ortologjai a kiilonb6z6 organizmusokban.
Fels6 tablazat: A Saccharomyces cerevisiae- (yYSAGA), Drosophila melanogaster- (ASAGA) és a
Homo sapines-ben (hSAGA) talalhatd SAGA alegységek ortologjai. Az alsé tablazat a human,
valamint a Drosophila sejtekben talalhato ATAC komplex alegységeinek az ortoldgjait mutatja.
Spedale G. 2012 alapjan modositva [13].

1.5. Eukariota transzkripcio iniciacioja

A transzkripcidé minden ¢€l6 sejtre jellemzd folyamat. Az eukaridtdkban a
transzkripcié azonban komplexebb mdédon megy végbe, mint a prokaridtak esetében. Mig a
prokaridta sejtekben egy RNS polimerdz vesz részt a transzkripcioban, addig az eukariota
sejtekben tobbféle RNS polimeraz van jelen. Az eukaridta sejtekben 1évé RNS polimeraz
I a fehérjéket kodolo gének transzkripcidja mellett, a mikroRNS ¢és az snoRNS-ek
szintézisében is részt vesz. Az 5,8S, 18S, 28S rRNS-ek transzkripcidjat az RNS polimeraz
I végzi. Az RNS polimeraz IIT a tRNS, az 5S rRNS, valamint az snRNS transzkripciojaban
jatszik szerepet. Ezek mellett novényekben megtalaljuk még az RNS polimeraz IV-et és V-
ot is, melyek az siRNS-ek szintézisében vesznek részt. Tovabbi kiilonbség az is, hogy
prokariotakban az RNS polimeraz a szigma faktorral egyiitt képes kotédni a gének
promoter szakaszaihoz. Az eukaridtakban azonban egy bonyolultabb felépitésii fehérje
komplex sziikséges ahhoz, hogy az RNS polimeraz koétddni tudjon a gének promoter
régidoihoz és a transzkripcié elindulhasson. Ez a fajta komplexitds az eukariotdk szamara

lehetdvé teszi az egyedi sejtszintli és a szovetspecifikus génexpresszio szabalyozasat.
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Az eukariota transzkripcié szabalyozasa tobb szinten megy végbe. A gének
promoter szakaszai tobb konzervalt DNS szekvenciat tartalmaznak, melyeket kiilonb6zd
transzkripcids faktorok ismernek fel. Eukariéta promoétereknél az egyik leggyakrabban
eléforduld konszenzus szekvencia a TATA-box, ami a transzkripcids start hely el6btt
koriilbeliil 20-30 bazisparnyira talalhato. A TATA-box konszenzus TATAAT
szekvenciabol all, amit a TFIID komplexben talalhaté TBP (TATA binding protein) ismer
fel. A TATA-box jelenléte nem minden esetben sziikséges ahhoz, hogy a transzkripcios
faktorok a promoter szekvencidkhoz tudjanak kotédni. Elesztdben megfigyelték az
altalanos transzkripcios faktorok jelenlétét a TATA-box nélkiili promoéter szekvenciakon is
[33] [34]. A TATA-box mellett tovabbi konzervalt ,,core” promoéter elemeket talalhatunk.
Ilyen konzervalt szekvencidk példaul a TFIIB éaltal felismert szakaszok (TFIIB recognition
elements, BRE), melyek a transzkripciora pozitiv, illetve negativ hatassal is lehetnek [35].
A BRE elemeken kiviil a ,,core” promoter részeken eléfordulhatnak még a transzkripcios
start pont kornyékén az iniciator régié (InR elemek) és downstream promoter elem is, ami
a start helyt6l szamitva 20-30 nukleotidnyi tavolsagban helyezkedik el. A ,,core” promoter
szakaszok mellett mas transzkripciot szabalyzo szekvencidk is eléfordulnak az eukaridta
genomban. Ezek képesek tdvolabbrol is szabalyozni az egyes gének transzkripcidjat.
Ilyenek példaul az ugynevezett enhancer szekvenciak. Az enhancer szekvencidkhoz k6t6dd
fehérjék altal a gének transzkripciojanak mértéke fokozodik. Elesztében az UAS enhancer
szakaszokat figyelték meg, melyek a szabalyozott gén el6tt a promoter elemektdl nagy
tavolsagra vannak [36]. Az enhancer elemek a magasabb rendli eukariota szervezetekben a
ismeriink silencer elemeket is, melyekhez a transzkripciot gatlo fehérjék kotddnek. A gén
promoter régidjatol tavol 1évé enhancer, illetve silencer elemek, valamint a preinicidciods
komplex kozotti kapcsolatot a mediator komplex teremti meg. A Saccharomyces
cerevisiae-ben el6forduld mediator komplex 25 alegységbdl all, melynek ortologjait mas
organizmusokban is azonositottak. Magasabb rendli eukaridtdkban tovabbi 5 alegységet
figyeltek meg [37]. A tobb alegységes komplex fej, farok és nyaki részre kiiloniil el,
melynél a feji rész a preiniciacios komplexszel (PIC-el) alakit ki kapcsolatot, a farki rész
pedig specifikus transzkripcios faktorokkal 1étesit kolcsonhatast. Az egyik modell szerint a
nagyobb tavolsdgokban 1évo cisz szabalyzo elemek kozvetve a hozzajuk kotddd fehérje,
valamint a medidtor komplex kolcsonhatasa révén tudjak befolyasolni a kiillonbozd gének
transzkripcidjat [38]. A mediator, valamint az enhancer elemhez kot6do aktivator fehérje

kolcsonhatasa révén a DNS meghajlik, ezaltal egy DNS hurok alakul ki, mely sordan a
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szabalyozandd promoter szakasz fizikailag kozelebb keriil az aktivator fehérjéhez, ezzel

elésegitve a transzkripciot [38].

A megfeleld hosszsagu transzkriptum képzddéséhez a transzkripcid tobb 1épésbol

allo Osszehangolt szabalyozasara van sziikség. Elsé 1épésben a PIC Osszeszerelodése

torténik meg. Az altalanos transzkripcios
faktorok koziil eloszor a TFIID komplex
kapcsolodik, mely a promoter szakaszok
TATA szekvenciaihoz kotodé TBP-bol,
valamint TBP-hez kot6d6 TAF (TBP
associated factor) fehérjékbdl all. A
TFIID kotédése soran a TBP kotddik a
TATA-box kis arkahoz, ezzel 90 fokos
hajlast idéz el6 a DNS szalon [39]. A
TFIID wutdn a TFIA kapcsolodik,
melynek feladata a TBP-DNS komplex
stabilizalasa. Ezt kovetéen a TFIIB
kapcsolodik a prométer régiohoz, amely
tovabb erdsiti a TBP-DNS kapcsolatot. A
TBP, TFIID, TFIIA, TFIIB kotodésével
kialakul az upstream promoter komplex,

majd a TFIF az RNS polimeraz Il

komplexszel egyiitt kotédik az upstream
promoter  komplexhez. A TFIIF
stabilizalja a preinicidciés komplexet,

valamint gétolja az RNS polimerdz II és a
DNS koz6tti nem specifikus kotédést, ezzel
kialakul az ugynevezett ,core” PIC. A
kovetkezd 1épésben a TFIIE és a TFIIH
kotddik a preiniciacios komplexhez, melyek
a DNS széttekeréséért feleldsek a promoter
szakaszokon.

Elészor a TFIIE kotddik, mely eldsegiti a

TFIIH kotodését, ezzel kialakul a zart

TFIID «’ TBP‘

NANRN PPN AN PN AR TR VAVA‘TA‘

~TFIIA
TFIIB -

Promater

Upstream i
prométer-{ TejA -
komplex

~TFIIE

TFIIH ~,
TFIE  TFIF

Zart PIC

3.

A
osszeszerelodésének sematikus abrazolasa.

abra: Preiniciacios  komplex

Eloszor a TBP-bol és TAF fehérjékbol allo
TFIID komplex kotédik a gének promoter
szakaszaihoz. A TBP-DNS komplexet a TFIIB
és TFIIA stabilizalja. Kialakul az Upstream-
promoter komplex, melyhez kapcsolodik a
TFIIF-RNS polimeraz II komplex. Ezaltal
létrejon a Core Preiniciacios komplex (Core
PIC). Végiil a TFIIE és TFIIH kapcsolodasaval
kialakul a =zart preiniciacios komplex (Zart
PIC). Sainsbury S 2015 alapjan modositva
[39].
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preiniciacios komplex (3. abra). A TFIIH komplexnek kinaz, valamint helikaz aktivitasa is
van. ATP felhasznalasaval a TFIIH a transzkripcios start pont kornyékén széttekeri a DNS-
t, ezaltal kialakul a transzkripcios buborék. Ezt kovetéen a TFIIH CDK7 (cyclin-dependent
kinase 7) alegysége foszforilalja az RNS polimeraz Il C terminalis doménjét az 5-6s szerin
aminosavon, ezutan kezdbédhet el a transzkripcid kovetkezd fazisa [39]. A transzkripcio
elkezdése utan az RNS polimeraz koriilbeliil 20-60 bazisparnyi RNS szintézisét kdvetden
megall. Ebben a fazisban torténik meg 7-metilguanozin ,sapka” elhelyezése a
szintetizalandd6 RNS 5’ végén. A folyamat szabalyozasaban a DSIF (DRB sensitivity-
inducing factor) és a NELF (negativ elongacios faktor) vesznek részt, melyek kotédnek az
polimeraz tovabb tudja folytatni az RNS szintézisét, a P-TEFb (positive transcriptional
elongation factor b) CDK9 alegysége foszforilalja az RNS polimeraz II C-terminalis
doménjét a 2-es szerin aminosavon, majd a DSIF és a NELF fehérjéket is foszforilalja.
Ezutan a foszforilalt NELF levalik a RNS polimeraz II komplexrdl, a foszforilalt
terminacio, mely sordn az RNS polimeraz II levalik a DNS-rél. Az eldbb emlitett
szabalyoz6 mechanizmusokon kiviill még szamos mas szabalyoz6 titvonal ismert, melyek

hozzajarulnak az eukaridta génexpresszid tobbszintli vezérléséhez.

1.6. TFIID

A TFIID to6bb funkcioval rendelkezd transzkripcids faktor, mely fontos szerepet tolt
be a prométer szakaszok felismerésében, a PIC Gsszeszerelédésében, valamint a kromatin
szervez6désében is [41] [42]. A TFIID egy TBP fehérjét és 13-14 TAF-ot tartalmaz. A
kiilonbozo él6lényekben a TFIID felépitésénél nagyfok konzervaltsagot figyelhetiink
meg. Saccharomyces cerevisiae-ben a TFIID lebenyes szerkezetli, 14 TAF fehérjébol és
egy TBP-bdl all. Az élesztd TFIID-n beliil 5 nagyobb lebeny kiilonbdztetheté meg (A, B,
Cl1, C2 ¢és D lebeny), melyek egy satuhoz hasonloé szerkezetet képeznek [43]. Az élesztd
TFIID kozponti részében eléfordulo YTAFS5 ¢és a hiszton-fold doménnal rendelkezd
YTAF4, yTAF6, yTAF9, yTAF10 és az yTAF12 fehérjék két kopidban fordulnak el és
szimmetrikus szerkezetet alkotnak [43] [44].

A human TFIID felépitése hasonldé az élesztdben talalhatdé TFIID-hez, azonban
némi kiilonbség van a TFIID kozponti részét felépitd TAF-ok dsszetételében. A kdzponti

hTAF-ok (nTAF4, hTAF5, hTAF6, hTAF9 és hTAF12) itt is két kopiaban fordulnak el6 és
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szimmetrikus szerkezetet alkotnak [45]. A hTFIID szerkezete nem teljesen szimmetrikus.
Az Osszeszerelddés elsd 1épéseiben 1étrejon egy szimmetrikus szerkezet, melyet a két
hTAF5-, két hnTAF6-hTAF9 heterodimer és két hTAF4-hTAF12 heterodimer alkot. A core
TFIID szimmetriajat az egy kopiaban jelenlévé hTAF8-hTAF10 heterodimer téri meg. A
hTAF8-hTAF10 heterodimer a citoplazmaban alakul ki, és az importin fehérjén keresztiil
jut a sejtmagba, majd a tobbi hTAF fehérjével egyiitt kialakul a core hTFIID [46] [47].
Ehhez a 7 TAF fehérjébdl allo komplexhez kapcsolodik a TBP és a tobbi hTAF fehérje is,
melyek egyszer fordulnak elé6 a komplexben [45] (4. abra). A Drosophila, valamint a
human TFIID felépitése nagyon hasonlit egymashoz. A TFIID kozponti részét felépitd
TAF fehérjéket el6szor Drosophilaban azonositottak [48]. A Drosophila és a human
TFIID a kozponti alegységeket tekintve nem kiilonbozik egymastol, azonban még nem
tisztazott, hogy a Drosophildaban el6forduldé dTAF10 hogyan befolyasolja a dTFIID
stabilitasat. A kozponti dTAF fehérjék, a dTAF4, a dTAF5, a dTAF6 és a dTAF12 egy
stabil szubkomplexet alkotnak, majd ehhez kapcsolodik a tobbi dTAF fehérje, valamint a
dTBP is, és kialakul a holo dTFIID komplex.

Core.TFIID 7 TAF Holo TFIID

4, abra: TFIID oOsszeszerelodése human sejtekben. A baloldali abra a szimmetrikus ,,core”
TFIID-t jeloli, mely a HF (hiszton-fold) doméneket tartalmazo hTAF4-hTAF12, hTAF6-hTAF9
dimerekbdl, valamint a hTAF5 fehérjébdl all. A hTAF8-hTAF10 megtori a szimmetriat és 1étrejon
a 7TAF fehérjébol allo core TFIID. Késébb a TBP és a tobbi TAF fehérje is kapcsolodik a core
komplexhez, ezaltal kialakul a holo TFIID. Bieniossek C 2013 alapjan modositva [45].
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1.7. A TAF fehérjék elnevezése és ortologjai kiilonb6z6 organizmusokban

Az elsé TAF fehérjéket 1991-ben Drosophila, valamint human sejtekben irtak le
[49] [50]. A TAF fehérjéket elészor egy TBP-t tartalmazo stabil komplex tagjaiként
azonositottak és elnevezésik a molekulatomegiik alapjan tortént. Azdta szamos
organizmusban talaltak TAF fehérje ortologokat. A szekvenalasi technikak fejlédése miatt
egyre tobb TAF fehérjét fedeztek fel, ezért a konnyebb azonositas miatt egy 0j nevezéktant
alakitottak ki [51]. Mivel a TFIID kozponti részét alkoto 13 TAF fehérje
(TAF1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13) nagyfoki konzervaltsagot mutat a kiilonb6zo
organizmusokban, az Gj nevezéktan alapja a TFIID kozponti részét alkotod konzervalt TAF
fehérjék molekulatomege. A legnagyobb tomegiitdl a legkisebb felé haladva rendezték
sorba a fehérjéket és kaptak azok a novekvd sorszam szerint a TAF1, TAF2, stb.
elnevezéseket [51]. A Kkorabban hasznalatos (II)-es utotagot elhagytak a TAF fehérjék
jelolésénél, mivel a TAF fehérjék nemcsak az RNS polimeraz II fiiggd transzkripcidban
vesznek részt (I1. tablazat) [51].

Biokémiai és szekvencia homoldgia vizsgalatok soran tobb TAF fehérjében is
hiszton-fold doméneket azonositottak. Az élesztOben, ecetmuslicaban és Homo sapiensben
eléforduld TAF9 fehérje ortologjai a H3-hoz hasonlé szekvencia részeket tartalmazzak. A
nukleoszoma H4-es hiszton fehérjéhez hasonld szekvenciakat a Drosophila, a human,
valamint éleszté TAF6 ortologoknal talaljuk meg. A H2A-hoz hasonld szekvencia részeket
a TAF12 fehérjék ortologjainal figyelték meg [52]. A TAF fehérjék hiszton-fold doménjai
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasaban vesznek részt. Ismert, hogy a Saccharomyces
cerevisiae-ben az yTAF3 és az yTAF10 hiszton-fold doménjaikkal heterodimereket
képeznek. Drosophildban a dTAF6 és a dTAF9 amino-terminalis részein fordulnak el
hiszton-fold domének, melyek alkalmasak a H3, illetve a H4 altal kialakitott
heterodimerhez hasonld fehérje-fehérje kolcsonhatas kialakitasara [53] [54]. Human
sejtekben a hTAF6-hTAF9 a H3-H4 hisztonokhoz, a hTAF4-hTAF12 pedig a H2A-H2B-
hez hasonlo fehérje dimert képeznek. Emiatt kordbban feltételezték egy hiszton
oktamerhez hasonlo szerkezet jelenlétét a human TFIID komplexen beliil [45] [46] [55]. A
legujabb modell szerint azonban, a hiszton oktamerhez hasonlé struktira nem alakul ki a
TFIID-ben, mert a hTAF dimerek kozotti tavolsag joval nagyobb, mint a hiszton dimerek
kozotti tavolsag. fgy a hTAF dimerek kozott nem alakulhat ki a Van der Waals
kolcsonhatas, mint a hiszton dimerek esetében [45]. Human sejtekben a hTAFS8 és a

hTAF10 fehérjék is dimert képeznek a hiszton-fold doménjaikon keresztiil [56]. Mivel a
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hTAF10 fehérje nem rendelkezik sejtmagi lokalizacios szignallal (NLS), az NLS-t
tartalmaz6 hTAF8 fehérje fontos szerepet tolt be a hTAF10-hTAF8 heterodimer sejtmagi
transzportjaban [56].

Hiszton-fold doméneket azonositottak még a TAF11 és a TAF13 esetében is [57]
[58] [59] (5. abra). A TAF fehérjék a hiszton-fold doménen kiviill mas doméneket is
tartalmaznak. A TAF2 N-terminalis része egy enzimatikusan inaktiv MI
metallopeptidazhoz hasonlé domént tartalmaz, mely valoszinilileg szintén fehérje-fehérje
kolcsonhatasok kialakitasaban vesz részt [60]. A TAF2 C-terminalis doménja
feltételezhetéen a DNS kotésben jatszik szerepet [61].

A TFIID legnagyobb alegysége a TAF1, tobb kiilonbdzo aktivitassal rendelkezik
[58] [62]. Mind az N-terminalis része, mind a karboxi-terminalis része rendelkezik protein
kinaz aktivitassal. A protein kinaz aktivitas mellett a TAF1-nek acetiltranszferaz aktivitasa
Is van. In vitro kisérletekkel kimutattak, hogy a TAF1 képes acetilalni a TFIIE B
alegységét, valamint a TFIIF-et is, emellett a H3, illetve a H4 fehérjéket is [62]. A TAF1
fehérje  acetiltranszferaz és  kinaz  aktivitisa mellett rendelkezik  ubiquitin
aktivalo/konjugalé doménnal is, mely a H1 ubiquitilaciojaban jatszik szerepet [63].
Tovabba a TAF1 N-terminalis része kapcsolatot alakit ki a TBP-vel, ezaltal szabalyozhatja
a TBP DNS-hez vald kotodését. [64] (5. abra). A TAF1l C-terminalis részében két
Bromodomént azonositottak, melyek acetilalt hisztonok felismerésében vesznek részt [65].

A TAFI1 mellett a TAF5 fehérjében is tobb funkcionalis domént azonositottak. A
fehérje homodimert képez a TFIID-n beliil, a dimer kialakitdsdban a TAFS5 N-terminalis
doménja vesz részt [66]. A karboxi terminalis részén WD40 ismétlodéseket figyeltek meg,
aminek jellegzetessége a 40 aminosavbol 4llo, nagyrészt triptofanban (W) és
aszparaginsavban (D) végz6dé rovid ismétlédé szekvencia [66] (5. abra). A WDA40
ismétlédé  szekvencidk szerepe feltételezhetéen a fehérje-fehérje kdlcsonhatdsok
kialakitasaban van, ezt igazolja az a tanulmany is, melynél in vitro kisérletekkel
kimutattdk, hogy a TAF6 hiszton-fold doménja kdlcsonhat a TAFS WD40 szekvenciaival
[67].

Lathatjuk, hogy a TFIID-t felépitd TAF-ok funkcioja sokrétli. A TFIID komplex
stabilitdsanak fenntartdsa mellett részt vesznek specifikus fehérjék foszforilaciojaban,
acetilacidjaban, ubiquitilacidjaban, melyek mind hozzajarulnak a transzkripcidé finoman
hangolt szabalyozasahoz. Ezen kiviil a TAF fehérjék a promoter szakaszok felismerésében

is részt vesznek. A TAF1 és a TAF2 az inicidtor elemek felismerésében jatszik szerepet.
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Az MTE, valamint a DPE promoter elemek felismerésében feltételezhetéen a TAF6 és a
TAF9 fehérjék vesznek részt [68] [69].

TAFL

TAF2 M1 aminopeptiddz domén 1199

TAF3 1158

=

TAF5 L e d— 300

TAF8 llg—310
TAF Jlid—— 26

TAFlo—m- 218
TAFLL—fi§

TAF12 {13 161
1AF13 fiiF 124

5. abra: TAF fehérjék doménjainak abrazolasa sematikusan. A fekete téglalapok a fehérjéken a
doménokat jelolik. A HF: hiszton-fold domént jel6li. Maja Malkowska 2012 alapjan modositva
[61].

1.8. A TAF10 fehérjék

A TAFI10 fehérjét szamos mas TAF fehérjével egyiitt el6szor human sejtekben
azonositottak, azota ortologjait tobb él6lényben is leirtak [70]. A TAF10 fehérje funkcidja
a kiilonb6zd organizmusokban eltéro.

Saccharomyces cerevisiae-ben a TAF10 hianya génexpresszids valtozasokat, sejt
ciklus leallast eredményezett, mig egér embrionalis karcindma sejtekben a TAF10 hianya a
sejt ciklus leallas mellett apoptozist indukalt [71] [72] [73]. Caenorhabditis elegans-ban
kimutattak, hogy a TAF10 tartalma TFIID az embrionalis transzkripcidban vesz részt [74].
A Caenorhabditis elegans-hoz hasonléan a TAF10 tartalmu TFIID egerekben is foként az
embrionalis fejlddés soran jatszik fontos szerepet. Megfigyelték, hogy a TAF10 hianya
melyek hozzajarulnak a bor integritasanak fenntartasdhoz az egér embrionalis fejlodése
soran. Ugyanakkor a TAF10 hianya nem okozott valtozast a felndtt allatok epidermisz
keratinocitaiban [75].

Drosophilaban két TAF10 fehérje talalhato, a dTAF10 és a dTAF10b, melyek a
human TAF10 ortologjai [76]. Korabban a dTAF10b fehérjét dTAF16-nak, illetve a
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dTAF10 fehérjét dTAF24-nek nevezték. Mindkét fehérje rendelkezik a TAF10
szupercsaladra jellemzd konzervalt C-terminalis doménnal, N-terminalis doménjiik
azonban kiilonboz6. A két fehérje aminosav sorrendje 48%-ban megegyezik egymassal. A
dTAF10b a Auman TAF10 aminosav sorrendjével osszehasonlitva 54%-o0s egyezést mutat,
mig a dTAF10 és a hTAF10 kozotti hasonlosag 48% [76]. Mindkét fehérje tartalmazza a
hTAF10-re és az ¢leszté TAF10-re jellemz6 hiszton-fold domént, melyek az N-terminalis
részen fordulnak elé [57] (6. abra). A dTAF10 167 aminosav hosszsaga fehérje, melyet
egy 664 nukleotidbol allé6 génszakasz kodol, ami egy 59 nukleotidnyi intronikus szakaszt
tartalmaz. Ezzel ellentétben a 146 aminosavbol alld6 dTAF10b fehérjét kodold 560
nukleotid hosszusagu génszakasz nem tartalmaz intront. A TAF10 és a TAF10b fehérjéket
kodolo gének a DNS ellentétes szalardl irddnak at. A dTafl0 és a dTafl0b gének citologiai
helye a masodik kromoszoéma bal karjan a 23A5 régi6. A gének fej-fej orientacidban
helyezkednek el az Aph-1 valamint a Colt gének szomszédsagaban. A dTafl0 mellett
helyezkedik el a Colt, melynek szerepe van a szarny valamint a trachea rendszer
fejlodésében. A COLT fehérje szekvenciaja pedig hasonlosagot mutat a mitokondrialis acil
carnitin carrier (CACT) fehérjével [77]. A dTafl0b mellett elhelyezkedé Aph-1 gén altal

kodolt fehérjének a Notch szignalizacidban van esszencialis szerepe [78].

[ o B ol B 2 | 12 a3
hTAF10 116- LVDFIMQLEDYT..PTIF, DAVIGYYLNRA....... 'ﬂ! SDP. . .RITRLISLAAQK.FI D'rND"QHCKv.. KGTASGSSRSKSKDRKYT. . 1 vEE*T E
dTAF10 41- LSDFMSQLEDYT..PLIP. DAVTSHYLNMG....... FQSDDK. . .RIVRLISLAAQK. YMSDIIDDALQHSKA. . RTHMOTTNTPGGSKAKDRKET . . LTMEDLQPALADYCI
dTAF10b 57- MDELIKQLEDYS..PTIP, DALTMHILKTA....... FCTVDP. . .RIVRVVSVSAQK . FISDIANDALQHCKT. .. .... RTTN<18>REVH. . ... .AMN {EDLVPALADH
yTAF10 74- LEEILEMMDSTP..PIIP. .DAVIDYYLTEN....... FNVADV. . .RVKRLLAVATQK . FVSDIAKDAYEYSRI. . . . ... RSSV<40>SKVV. . ... LTVNDLSSAVAEYCL

6. abra: TAF10 fehérjék feltételezett hiszton-fold doménjainak Gsszahasonlitisa aminosav
sorrend alapjan. A h a Homo sapiens-ben, a d a Drosophila melanogaster-ben, az y a
Saccharomyces cerevisiae-ben talalhato TAF10 fehérjéket jeloli. Gangloff YG alapjan modositva
[57].

A dTafl0 és dTaflOb expresszioja az embrionalis fejlodés soran eltéréseket mutat.
A 9. embrionalis stadiumban a dTafl10b a mezodermalis sejtekben, valamint a k6zépbéli
primordiumban expresszalodik, a dTafl0 expresszidjat viszont az ektoderma, a hasi ideg
koteg, valamint az anterior elébél primordiumnal figyelhetjik meg [76]. A késdbbi
embrionalis fejlédés soran a dTafl0b expresszioja kiterjed a kozép- és az utdbél sejtjeire és
a differencialt izomrostokra is. A dTafl0 expressziojat a kés6bbi embrionalis fejlodés
soran a kozponti idegrendszerben, valamint az el6bél sejtjeiben figyelték meg [76].
Jelenlegi adatok alapjan ugy latszik, hogy a dTafl0, valamint a dTaflOb expresszidja
nemcsak az embrionalis szovetekben, de a felnétt Drosophildak szoveteiben is kiillonbozik

(7. abra). Feltételezhet6, hogy a két fehérje funkcidja eltérd.
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7. abra: dTAF10 és dTAF10b relativ expresszioja a kiilonb6zé szovetekben. Az abra a Flyatlas
adatai alapjan késziilt [http://flyatlas.org/atlas.cgi].

1.9. Az ekdizon szabalyozasa és bioszintézise Drosophila melanogaster-ben

A Drosophila larvalis fejlodésénél 3 stadiumot kiilonboztetink meg. A larva
stadiumok kozotti vedlések nagyrészt az ekdizon és a juvenilis hormon szabalyozasan
keresztiil valosulnak meg. Az ekdizon hormon mennyisége tobbszér megnovekszik a larva
fejlodése soran, ami vedlést indukal. A juvenilis hormon, melynek szintje fokozatosan
csokken az egyedfejlédés soran, az adott larva stadium fenntartasaban jatszik szerepet [79].
Az L3 larva stadium végén a juvenilis hormon szintje csokken, ezzel szemben megné az
ekdizon szint, és ennek hatasara a vandorld L3-as larvak elébabot formalnak [80]. Az
ekdizon bioszintézise Drosophilaban elsédlegesen a gyliriimirigyben megy végbe [81]. A
gylrimirigy tobb részbol allo dsszetett szerv, mely a protorakalis mirigybdl, a corpus
allatum-bol és a corpus cardiacum-bol all. Az ekdizon féként a protorakalis mirigyben
szintetizalodik, mig a juvenilis hormon termelddése a corpus allatumban torténik [82].

Az ekdizon termelddését a prothoracicotropic hormon (PTTH) aktivalja. A PTTH
az agyban talalhato bilateralis neuroszekrécios sejtekben termelddik és a corpus allatumban
tarolodik, majd a hemolimfaba szekretalodik [81]. A szekréciot kovetéen a PTTH
neuropeptid a protorakalis mirigyben a Torso tirozin kinaz receptoron keresztiil aktivalja a

mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatviteli utvonalat, mely fokozza a Halloween
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gének expressziojat [83]. A Halloween gének citokrom P450 enzimeket kodolnak, melyek
az ekdizon szintézisében vesznek részt [84]. Az ekdizon stimulalasat a PTTH hormon
mellett inzulin-szerti névekedési faktorok is okozhatjak, melyek az inzulin/PI3K/AKT
jelatviteli tuton keresztiil aktivaljdk az ekdizon bioszintézishez sziikséges gének
expresszidjat. Az ekdizon szintézisét serkenthetik tovabba aminosavak, gliikdz, illetve mas
tapanyagok is, melyek a TOR jelatviteli utvonalat aktivaljak, ezaltal fokozva a Halloween
gének transzkripciojat [85].

A rovarok nem képesek a szteranvazas vegyiiletek de novo szintézisére, ezért az
ekdizon szintéziséhez sziikséges koleszterint a tdpanyagbol veszik fel. A koleszterint a
Halloween gének altal kodolt p450 citokrom enzimek alakitjak at 20-hidroxi-ekdizonna
[84]. Az ekdiszteroid biokémiai utvonal els6 1épése a koleszterin dehidrogenalasa, melyet a
Neverland enzim végez. Ezaltal a koleszterin 7-dehidrokoleszterinné alakul. A tovabbi
1épésekben a dehidrokoleszterin tobb, jelenleg még nem ismert kémiai modosulason megy
keresztiil, majd 5B-ketodiolla alakul. Ezt kovetden a terminalis hidroxilacios 1épéseket,
melyekben az 5B-ketodiol ekdizonna atalakul, a Phantom, a Disembodied és a Shadow
enzimek katalizaljak. A Halloween gének nagy része a gytriimirigyben expresszalodik. Az
ekdizon a gylirimirigybdl a hemolimfaba szekretalodik, majd a periférids szovetekben
expresszalodo shade altal kodolt P450 monooxigenaz alakitja at 20-hidroxi-ekdizonna
[86]. Az ekdiszteroid bioszintetikus utvonalban tovabbi enzimek is részt vesznek, melyek a
spook, non-molting glossy, spookier, Halloween gének termékei. Jelenleg azonban nem

ismert, hogy ezek az enzimek az ekdiszteroid Gtvonal melyik 1épését katalizaljak. (8. abra)

HO HO"=
H HO
Névényi Neverland Spook?
P - ———— > Koleszterin —— > 7-dehidrokoleszterol —> Ketodiol
szteranvazas vegyiiletek Spookier?
Shroud?

Phantom

OH OH

S
/,' N
2

HO
HO G H g
20-hidroxi ekdizon @<«—— Ekdizon <« 2-deoxiekdizon «— Ketotriol

Shade Shadow Disembodied

8. abra: Ekdizon bioszintézis biokémiai utvonala: A Halloween gének (spook, spookier,
phantom, disembodied, shadow, shade) altal kodolt enzimek reakcioi. Lawrence I. Gilber 2003
alapjan modositva [87].
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2. Célkitiuzések

Jelenleg kevés informacioé all rendelkezésre arrdl, hogy a dTAF10 és a dTAF10b
fehérjék hogyan befolyasoljak a Drosophila melanogaster egyedfejlodését. Feltételezésiink
szerint a dTAF10/dTAF10b fehérjék befolyasolhatjdk a dSAGA komplex aktivitasat,
emellett szerepet jatszhatnak a dTFIID Osszeszerelddésében is. Kérdéseink

megvalaszolasdhoz az alabbi célokat tliztiik ki:

2.1. Vizsgalni, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hogyan befolyasoljak a Drosophila

melanogaster egvedfejlodését

A dTAF10 és a dTAF10b vizsgalatahoz korabban P-elem remobilizacidjaval
deléciot hoztak létre, mely érinti a dTAF10-et és dTAF10b-t kodolo génszakaszt. Ezt
kovetden tanulmanyozni akartuk, hogy a dTAF10/dTAF10b hidnya milyen hatdssal van a

larvak egyedfejlodésére.

2.2. Vizsgalni, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hogyan befolyasoljak a dSAGA

hiszton acetiltranszferaz komplex miikodését

A dTAF10b a SAGA komplex része, ezért vizsgalni akartuk, hogy a
dTAF10/dTAF10b fehérjék hogyan befolyasoljak a SAGA specifikus hiszton acetilaciot.
Ehhez immunhisztokémiaval tanulmanyozni akartuk, hogyan valtozik a SAGA specifikus
H3K9 és H3K 14 acetilacié szintje a dTaf10%%® Drosophila larvak politén kromoszémain a

kontrollhoz viszonyitva.

2.3. Vizsgalni, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hogyvan befolyasoljak a dTFIID

komplex 6sszeszerelodését

Vizsgalni akartuk, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hatassal vannak-e a TFIID
Osszeszerelodésére, illetve befolyasoljak-e a TFIID alegységek fehérje szintjét. Ennek
megvalaszolasara immunhisztokémiaval tanulmanyozni akartuk, hogy a TFIID alegységek

lokalizaciéja hogyan valtozik a dTaf10%%

Drosophila larvak politén kromoszémain. Ezen
kiviil Western blottal tanulmanyozni akartuk, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hogyan

befolyasoljak a kiilonb6z6 dTFIID alegységek fehérje szintjét.
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3. Anyagok és médszerek

3.1. Drosophila melanogaster torzsek és keresztezések

A Drosophila melanogaster vonalakat standard taptalajon (9,3 g agar, 61,2 g
kukoricadara, 10 ml 10% nipagin, 129,4 g gliikkoz, 32,4 g szaraz éleszt6/ 1 liter) 25 °C-on
tartottuk fent. A w!'!8 Drosophila vonalat alkalmaztuk kontrollként a kisérleteinkhez.

Kisérleteinkben laborunkban korabban eldallitott dAda2a%'® mutans Drosophila
vonalat hasznaltuk. A dAda2a™® mutansok generdlasa megtalalhato a [31] forrasban. Az
Ada2a®® allélt TM6b balanszer kromoszoma segitségével tartottuk fent, mivel az
Ada2a™® all¢] homozigota formdban L3, illetve béabletalis. Az Ada2b®* deléciot hordozod
Drosophila vonalakat korabban laborunkban allitottak el6. Az allél egy P-elem
kiugratassal 1étrehozott 800 bp hosszusagl deléciot tartalmaz, aminek eredményeként a
dAda2b elsé exon és intronikus régioi hianyoznak. A Ada2b®™%? mutacié homozigéta
allapotban bab, illetve kikelés el6tti tigynevezett ,,pharate adult” stadiumban letalitast
eredményez [32].

A dTAF10 fehérjék vizsgalatahoz korabban eldallitott deléciot hordozd Drosophila
melanogaster vonalakat hasznaltam. P{SUPor-P}Taf10C07%! p_elem mobilizalasaval 900
bp hosszusagu deléciot hoztak 1étre, mely mind a dTAF10 mind a dTAF10b kodold régioit

érinti, viszont a szomszédos Aph, illetve Colt génekre nem terjed Ki. (9. abra)

Az alabbi RNS interferencia vonalak a ,,Vienna Drosophila Resource Center (VDRC)-bdl

szarmaznak:

dTaf5RNA ;
http://stockcenter.vdrc.at/control/product/~VIEW_INDEX=0/~VIEW_SIZE=100/~product
_id=45955

dTafg RNAI -
http://stockcenter.vdrc.at/control/product/~VIEW _INDEX=0/~VIEW_SIZE=100/~product
_id=27870

A dTaf10-re specifikus Drosophila RNS interferencia vonal a National Institute of

Genetics Genetic Strain Research Center-b6l szarmazik:
dTaf10 RNAI -

https://www.shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly/rnaiDetail Action.do?input=sr&stockld=2859R-5
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A dTaf5, dTaf8, dTafl0 RNS interferencia kisérletekben az siRNS szovet és
fejlédésspecifikus  kifejezéséhez UAS-GAL4 rendszert hasznaltunk. Ahhoz hogy a
Drosophila minden sejtjében expresszid csokkenést hozzunk létre, w[1118]; +; P{Act5C-
GAL4}/TM6b driver vonalat hasznaltunk. A gylriimirigyben torténé RNS interferencidhoz
gylrimirigyre specifikus  w[1118]; +; P{Phm-GAL4.WT}/TM6b driver vonalat

alkalmaztunk.

3.2. Western blot kisérletek

A Drosophila melanogaster L3-as larvakat szonikacios pufferben (50 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, a homogenizalas utan centrifugaltuk a mintakat (13000 rpm, 5 perc, 25
°C). A mintakhoz 2X SDS loading puffert adtunk, mely 20% glicerint, 100 mM Tris-HCI
pH 6,4, 200 mM DTT, 4% SDS, 0,2% bromfenolkéket, 5% B-merkaptoetanolt tartalmazott.
Ezutan a mintakat 6 percen keresztiil 100 °C-on denaturaltuk, majd ismét centrifugaltuk
(13000 rpm, 5 perc, 25 °C), hogy az esetleges kutikula daraboktol megtisztitsuk a fehérje
fehérje mennyiségeket tartalmazo mintakat 15%-0s akrilamid SDS PAGE-el valasztottunk
el, ezutan elektroblottolassal a fehérjéket nitrocelluloz membranra rogzitettik. A
nitrocelluléz membrant 5% tejpor-TBST (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,05%
Tween-20), illetve 5% BSA-TBST oldatban 16 o6ran keresztiil blokkoltuk. Ezt kovetéen a
nitrocellul6z membrant 3-szor 10 percig TBST oldatban mostuk, majd az elsddleges
ellenanyagot tartalmazé 2% BSA-TBST oldatban a membrant 2 o6ran at inkubaltuk.
Elsédleges ellenanyagként H3 (Abcam ab1791 1:1500), H3 acetilalt K14 (Upstate #07-353
1:300), dTAF1 (1:300 nytlban termeltetett poliklonalis ellenanyag), dTAFS5 (1:400
nyulban termeltetett poliklonalis ellenanyag) ¢s dTBP (1:500 nyulban termeltetett
poliklonalis ellenanyag) elleni ellenanyagokat hasznaltunk. A dTAF1, dTAF5 és a dTBP
ellenanyagok Yoshihiro Nakatani laborjabol szarmaznak [17]. Az els6dleges ellenanyag
hozzaadasa utan a nitrocelluloz membrant TBST oldatban mostuk 3-szor 10 percig. A
kotodott elsddleges ellenanyagok kimutatdsdhoz torma peroxidazzal konjugalt IgG elleni
ellenanyaggal inkubdltuk a membrant 1,5 6rdn keresztil. A kovetkezd 1épésben a
membrant 3-szor 10 percig mostuk TBST oldattal, majd Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) oldattal inkubaltuk 3 percen keresztiil. Az

igy keletkezett kemilumineszcens jelet C-DiGit Blot Scanner segitségével hivtuk el6.
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3.3. Immunfestések

A vizsgalni kivant larvakat élesztovel kiegészitett taptalajon ndvesztettiik. Késoéi L3
larvak nyalmirigyeit 20 pul 1X PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPOs, 1,76
mM KH2POys, pH 7,4) oldatban boncoltuk. A nyalmirigyeket a PBS utan 30 masodpercig
1X PBS, 2% NP-40, 3,7% formaldehid oldatban fixaltuk. Ezt kovetéen 30 masodpercig
45% ecetsavat és 3,7% formaldehidet tartalmazo oldatban permeabilizaltuk, majd 1 percig
45%-o0s ecetsavas oldatban inkubaltuk. A nyalmirigyet szilikonizélt fed6lemez segitségével
fedtiik le, ezt kdvetden nagy nyomassal szétroncsoltuk a szovetet. Ezutan folyékony
nitrogénben fagyasztottuk a targylemezeket, majd a szilikonizalt fedélemezt eltavolitottuk,
és a targylemezeket 2 oran keresztil PBST (1X PBS, 0,1% Tween-20) oldatban
inkubaltuk. A preparatumokat 5% BSA-PBST oldatban 1 o6ran at blokkoltuk, majd a
blokkold oldatot eltavolitottuk és a preparatumokat 3-szor 10 percig PBST oldattal mostuk.
Ezt kovetden az elsédleges ellenanyagot 2% BSA-PBST oldatban higitottuk. Elsédleges
ellenanyagként H3K9ac (Abcam ab4441) elleni ellenanyagot 1:200-szoros higitasban,
H3K14ac (Upstate 07-353) elleni ellenanyagot 1:200-szoros higitasban, H4K12ac (Abcam
ab1761) elleni ellenanyagot 1:200-szoros higitasban, H4K8ac (Abcam ab1760) elleni
ellenanyagot 1:100-szoros higitasban, dADAZ2b elleni ellenanyagot 1:100-szoros
higitasban valamint anti-RNAPII (1BP-7G5) elleni ellenanyagot 1:500-szoros higitasban
hasznaltunk. Ezt kovetéen a mintakat 3-szor 10 percen keresztiil mostuk 1X PBS oldatban,
majd hozzdadtuk a masodlagos ellenanyagot, amit 1% BSA PBST oldatban higitottunk.
Masodlagos ellenanyagként fluoreszcens festékkel konjugalt IgG elleni Alexa Fluor 488-
at, Alexa Fluor 555-t, illetve DYlight 549-t hasznaltunk 1:500, valamint 1:800-as
higitisokban. A mintakat 2 oran keresztiil inkubaltuk masodlagos ellenanyagokat
tartalmaz6 2% BSA-PBST oldatban, majd 3-szor 10 percig 1X PBST-ben mostuk. Az
utols6 el6tti mosasnal az 1 pg/ml DAPI-PBST oldatban a mintat 5 percig sotétben
inkubaltuk. A mintak lefedésénél Prolong Gold-ot hasznaltunk. Az igy elkészitett mintakat
Olympus BX51 mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.4. Immunprecipitacio

W1118

és dTaf109% L3-as larvakat gyijtottink, majd homogenizaltuk proteaz
inhibitor koktélt (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets in EASYpacks Roche)
tartalmaz6 nem denatural6 lizis pufferben (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 8 and

150 mM NacCl). Ezt kdvetden a mintakat centrifugaltuk (400 g, 5 perc, 4 °C). A fehérje
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koncentraciokat Bradford reagenssel hataroztuk meg. Az igy elkészitett mintat 2 oran
keresztiil 4 °C-on egyesszala DNS-el blokkolt Protein A-Sepharose gyonggyel (Sigma
Aldrich) inkubaltuk. Ezt kévetden a mintakat 4 °C-on egy ¢€jszakdn keresztiil inkubaltuk
dTAFS5 elleni ellenanyaggal. Az ellenanyag nélkiili kontrollhoz is azonos mennyiségi
fehérje mintat adtunk (300 ug), majd ugyanugy kezeltiik, mint az immunprecipitalt fehérje
mintat. Ezutan a gyongyokhoz kotott TAFS komplexeket centrifugalassal gytijtottiik ossze,
majd 4-szer mostuk nem denatural6 pufferrel. Végiil az immunprecipitalt mintakat 2X SDS

mintafelvivé pufferben elualtuk a gyongyokrol, majd 2000 g-n 4 °C-on centrifugaltuk.

3.5. RNS preparalas cDNS szintézis

L3-as stadiumu larvakat Trizol reagensben (Invitrogen) homogeniztaltunk. Egy L3-
as larvadhoz 5 pl-nyi Trizol reagenst adtunk. Ezt kovetéen 5 percig 25 °C-on inkubaltuk a
mintat. A mintahoz Kloroformot adtunk (1 ml Trizolhoz 200 ul kloroform), majd vortex
segitségével Osszekevertiik. Ezutan 25 °C-on inkubaltuk 3 percen keresztiil, ezt kdvetden
centrifugaltuk (12000 g, 15 perc, 4 °C-on). A fels6 fazist egy 0j eppendorf csébe helyeztiik,
majd izopropanolt (1ml trizolhoz 500 pl izopropanol) adtunk a mintahoz és 25 °C-on
inkubaltuk 5 percig. Ezutan 12000 g-n 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk a mintat, majd az
alkoholos fazis eltavolitdsa utdn a csapadékot 75% -0s etanollal mostuk. Ovatos kevergetés
utan ismét centrifugaltunk (7500 g 4 °C ), majd az etanolt tartalmazo felsé fazist
eltavolitottuk. A csapadékot szaritottuk és steril vizben visszaoldottuk. Az RNS
Ezt kovetéen 1 pg-nyi RNS-bél cDNS-t allitottunk eld6 Applied Biosystems Reverse
Transcription ~ Reagents  Kit segitségével a gyari protokollban  megadott

reakciokoriilményeket alkalmazva.

3.6. Kvantitativ real time PCR (QPCR)

A Kuvantitativ real-time PCR reakciokat ABI 7500 Real Time PCR késziilekkel
végeztilk. A PCR reakci6 sordn keletkezd termékek kvantitativ meghatdrozasdhoz, ROX
festéket tartalmazd SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) reagenst
hasznaltunk. A reakcidk soran az alabbi koriilményeket alkalmaztuk: 95 °C 10 perc; 95 °C
15 masodperc; 60 °C 1 perc 45 cikluson keresztiil. Kisérleteink soran 2 egymastol
fiiggetleniil gyijtott mintakon végeztik a méréseket 25 pl-es végtérfogatban. Az
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expresszios vizsgalatoknal 100-szorosan higitott cDNS mintdkbol készitettiink kalibracios

egyenest, majd abszolut kvantifikalassal hataroztuk meg a mintak cDNS tartalmat.

A dTafl10, valamint a dTafl0b expresszidjanak meghatarozasahoz az alabbi primereket
hasznaltuk:

Taf10 Fwd: 5 CTTGAAAACGGCTGGCTTCT 3’

Taf10 Rev: 5> CGCTGGAATGCTGGATGTTC 3°

Taf10b Fwd: 5> ATCGGGATAGGACCACACCA 3’
Taf10b Rev: 5> CGACTGAAAGCCTCCCATGT 3’

3.7. RT PCR analizis

A Haloween gének expresszidjanak vizsgalatahoz w''', illetve dTaf10%% mutans
L3 stadiumu larvakat szinkronizaltunk az L3 larva stadium legvégére, amikor az [3-as
larvak anterior spirakulumukat kitirik. Ezt kovetéen 10 larvabol RNS-t izolaltunk Qiagen
RNeasy Mini Kit segitségével a gyartd altal mellékelt protokoll szerint. 1 pg RNS-t
hasznaltunk a cDNS szintéziséhez, melynél cDNA Synthesis Kit-et (ABI) hasznaltunk. A

Halloween gének expresszidjanak vizsgalatahoz az alabbi primereket hasznaltuk:
spookier Fwd: TATCTCTTGGGCACACTCGCTG

spookier Rev: GCCGAGCTAAATTTCTCCGCTT

phantom Forward: GGATTTCTTTCGGCGCGATGTG
phantom Reverse: TGCCTCAGTATCGAAAAGCCGT
disembodied Forward: TGCCCTCAATCCCTATCTGGTC
disembodied Reverse: ACAGGGTCTTCACACCCATCTC
shadow Forward: CCGCATTCAGCAGTCAGTGG

shadow Reverse: ACCTGCCGTGTACAAGGAGAG

shade Forward: CGGGCTACTCGCTTAATGCAG

shade Reverse: AGCAGCACCACCTCCATTTC

molting defective Forward: AGCAGCGATAATGCCGTCGACT

molting defective Reverse: ACACATTTCCGCCGGAACTTGG

28



neverland Forward: GGAAGCGTTGCTGACGACTGTG
neverland Reverse: TAAAGCCGTCCACTTCCTGCGA
forras: [88]

3.8. dAda2bh®42 dAda2a’l8®, dTafl09> és w!!l8 Drosophila melanogaster torzsek
transzkriptom analizise DNS microarray-el

A dTaf10%%, a dAda2b™®* ¢s a dAda2a?'® és a w8 torzsek transzkriptom analizise
parhuzamos koriilmények kozott tortént. A dAda2b™*?, dAda2ad'®, dTaf109% ¢s w'i'
torzsek transzkriptom vizsgalatahoz az allatokat 4 oranként szinkronizaltuk a larva stadium
legvégén megjelend anterior spirakulum kitiirt allapotra. A mutans és a kontroll w8
larvak szinkronizalasa ugyanazon a napon ¢s ugyanabban a napszakban tortént. Minden
genotipusbol harom parhuzamos mintat gyijtottiink, egyenként mindegyik 10-10 db larvat
tartalmazott. A larvakbol Qiagen RNeasy kit segitségével RNS-t izolaltunk, kdovetve a
gyartd altal javasolt protokollt. Ezt kovetdéen a microarray kisérleteket az IGBMC
Christelle Thimbaud Affymetrix laborjaban végezték el. A Drosophila larvak DNS
Mmicroarray analizise megtalalhato a [89] forrasban. A microarray adatok elérhetéek a

European Bioinformatics Institute honlapjan (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) E-
MTAB-3842 and E-MEXP-2125 azonositészam alatt.

3.9. Ekdizon és koleszterin etetés

Az ekdizon és a koleszterin etetéshez dTafl0%% larvakat L2, illetve L3-as
larvastaddium kozotti vedlésre szinkronizaltuk, majd a larvékat tovabb inkubaltuk 24 6ran
keresztiil, hogy elérjék az L3-as larvastadium kozepét. Ezutan a larvakat athelyeztiik
ekdizon, illetve koleszterin tartalmu taptalajra. Az ekdizont 0,5 MM koncentracioban, mig

a koleszterint 14 mg/g koncentracioban alkalmaztuk. A larvakat 25 °C-on tartottuk.
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4. Eredmények

4.1. dTaf10/dTafl0b deléciok létrehozasa

Laborunkban korabban, - a P{SUPor-P}Taf10X®07%! inszerciés elemet hordozod
transzgenikus Drosophila torzsek felhasznalasaval - a dTafl0b és a dTaf10 géneket érint
deléciot hordozo null mutans allatokat hoztak létre. A dTaf10%° allélben a delécio mérete
900 bazispar hosszsagu, mely érinti a dTafl0 és a dTaflOb géneket, ugyanakkor a
szomszédos gének (Aph-1, Colt) szakaszaira nem terjed ki (9. abra). A dTAF10/dTAF10b
fehérjéket nem tartalmazoé mutans Drosophila vonalat a tovabbiakban dTafl0%-tel
jelolom. Fenotipus vizsgalatok soran azt lattuk, hogy a dTAF10/TAF10b fehérjék hianya
késoi L3, illetve bab letalitast okoz. A vizsgalt dTaf10%%® deléciot tartalmazé Drosophila
larvak 60%-a abnormalis babot formal, 40%-a pedig a kés6i L3 stadiumban pusztul el (10.
abra A, B).

| 500 bazis |
[ 1
2,767,500 2,768,000 2,768,500
Drosophila kromoszémal 2L I
d25
dAph-1
dTGfI 0b
~
dTaf10
dColt

——

9. abra:A dTafl0, illetve a dTaflOb gének kornyezete, d25 delécio elhelyezkedése. A d25-el
jelzett fekete téglalap a dTafl0 és a dTaflOb-t érint6 900 bazispar hosszisaga delécid
elhelyezkedését mutatja. A dTafl0 és a dTaf10b-vel jelzett kék nyilak a dTaf10/dTafl0b gének 5°-
3’ iranyultsagat jelentik. A dTafl0 esetében az intronikus szakaszt a kék nyil és a kék téglalap
kozotti fekete vonal jelzi. A dAph-1 és a dColt felirattal jelzett kék téglalapok a dTafl0 és a
dTaflOb szomszédsagaban jelenlév6 gének részleteit abrazoljak. A fehér nyilak a gének 5°-3’
iranyultsagat mutatjak.
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25 1118
larvstadium  stadium dTaf10 w

10. abra: dTaf10°® mutans allatok fenotipus vizsgalata: A) A vizsgalt allatok 40%-a L3-as
larvastadiumban, 60%-a bab stadiumban pusztul el. B) A dTafl0%® mutans és w'''® babok
fenotipusa. A mutans babokon az anterior spirakulum hianyzik.
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4.2. Génexpresszio valtozasok osszehasonlitasa a dTAF10/dTAF10b fehérjéket nem
tartalmazo és ASAGA hiszton acetiltranszferaz hianyos allatokban

Mivel a dTAF10b a dSAGA komplex része, ezért a dTAF10/dTAF10b hianya miatt
kialakul6 transzkripcids valtozasok érinthetik a dSAGA éltal szabalyozott génexpressziot
is. A dTaf109% mutansokban végbemend génexpresszids valtozasok vizsgalatdhoz DNS
microarray segitségével transzkriptom vizsgalatot végeztiink. Ahhoz, hogy megallapitsuk a
dTAF10 fehérjék hidnydban 1étrejové génexpresszids valtozasok milyen mértékben
kothetok a dSAGA komplex 4ltal szabalyozott transzkripciés valtozasokhoz, a dTaf10%%
mutans Drosophila larvak transzkripcios valtozasait sszehasonlitottuk a dADA2b fehérjét
nem tartalmazé mutans Drosophildk (Ada2b®*?) microarray adataival. Az Ada2b%*? és a
dTAF109% mutans larvak microarray analizisét az L3-végén kialakulé elébab stadiumu
Drosophildkon végezték el parhuzamos korilmények kozott. Mivel a kiillonbozo fejlodési
stddiumokban a génexpressziés mintdzat nagymértékben eltérhet egymastol, az
eredmények Osszevethetéségének érdekében a dTAF10%% és a dAda2b%*? mutans larvakat
is L3 végi elobab stddiumra szinkronizaltuk. Az L3 végi eldbab stadiumban bekovetkezd
transzkripcids valtozasok, nemcsak az adatok Osszevethetdsége miatt voltak fontosak
szamunkra, hanem azért is, mert a dTaf10%% mutansok pusztulasa is ebben a stadiumban
torténik meg. Microarray kisérleteknél 14500 transzkriptumot tartalmazé Drosophila
Genome2 Array-t hasznaltak. A microarray adatok azt mutattak, hogy a dTAF10/dTAF10b
fehérjék hianya a vizsgalt gének 34%-aban okozott eltéré génexpresszids valtozast a
kontrollhoz képest. A dTafl10% mutdnsokban 2869 gén expresszidja csokkent, valamint
2077 gén nagyobb mértékii expressziot mutatott a kontroll w'®  Drosophilik
transzkriptomjahoz viszonyitva (11. abra). A dAda2b®*? mutansoknal bekovetkezd
transzkripcidés valtozasok a vizsgalt gének mindossze 4%-aban mutattak eltérd
génexpressziot a kontrollhoz viszonyitva. Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy a
dTAF10/dTAF10b hianya a kontrollhoz képest tobb gén expressziojat érinti, mint a
dAda2b hianya. Ezért feltételeztiik, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya a dSAGA
komplex mellett a dTFIID komplex altal szabalyozott génexpressziot is befolyasolhatja. A
microarray adatok tovabbi vizsgalatanal azt lattuk, hogy a dADA2b hianyaban a
kontrollhoz képest eltérd expressziot mutatd gének szdma 543, melynek 44%-a (253 gén)
atfed a dTaf109%® mutansokban tapasztalt, kontrollhoz képest eltérd expresszidt mutatd
gének szamaval (11. abra). Drosophilaban valoszinilleg a dTAF10b a dSAGA, a dTAF10
a dTFIID komplex része, ezért lehetséges, hogy a dTafl0%° mutansokban kialakuld
dSAGA specifikus génexpresszios valtozasokat a dTAF10b fehérje hianya okozhatja.
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Csokkent expressziot mutatd gének Emelkedett expresszidt mutatd gének

dAda2b* dAda2b®*
(239) (334)

B

dTaf10% dTaf10%*
(2869) (2077)

11. abra: dTafl0%® és dAda2b®? mutinsokban kialakulé transzKripciés valtozasok
egymashoz viszonyitva. A Venn diagrammok a dTaf10%® muténsban és az dAda2b®*? mutansban
kialakulé kontrollhoz képest eltéréen expresszalodo gének szama kozotti atfedéseket abrazoljak.

4.3. dTAF10/dTAF10b hidnyanak hatasa a dSAGA specifikus acetilaciora

Feltételezhetd, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hidnyaban a dSAGA komplex
stabilitasa csokken, mely befolyasolhatia a dSAGA HAT aktivitasat. Ennek a
feltételezésnek az igazolasara immunfestéssel vizsgaltuk, hogy a dTAF10/dTAF10b
fehérjék hianyaban hogyan valtozik a dSAGA specifikus H3K9 és H3K14 acetilacié a
dTaf109%® L3-as larvak politén kromoszomain. Azt tapasztaltuk, hogy a dTaf10%
mutansokban a dSAGA specifikus H3K14 acetilacio szintje csokken, az acetilalt H3K9
mennyisége viszont valtozatlan marad a kontrollhoz képest (12. A abra). Ezt kdvetéen
Western blottal is analizaltuk, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjéket nem tartalmazo
larvakban hogyan valtozik a H3K14 acetilacio szintje a kontrollhoz viszonyitva.
Kisérleteinkben azt lattuk, hogy késéi L3-as larvastadiumban a dTAF10 fehérjék valamint
a dADAZ2b fehérjek hianyaban kevesebb a 14-es lizinen acetilalt H3 hisztonok mennyisége
a kontrollhoz képest (12. B abra). Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a dTAF10b
a dSAGA komplex alegységeként képes befolyasolni a dSAGA specifikus H3K14

acetilaciot.

32



A H3K9ac RNSPII DAPI

W1118

dTaf10%5

W1118

dTaf10%

H3K14ac —

Q
g
=

’q d0'2 b 0/6’42
drofz 05

12. dbra: dSAGA specifikus hiszton acetilacié vizsgalata dTaf10°® mutansban. A) A dTaf10%%,
valamint a w***® L3-as larvak nyalmirigy politén kromoszémainak immunfestése. Acetilalt H3K 14,
illetve acetilalt H3K9 elleni ellenanyaggal vizsgaltuk a SAGA specifikus acetilaciot a dTaf10%%,
valamint a w*'*® [3-as larvak nyalmirigy politén kromoszomain (piros). RNS polimeraz II elleni
ellenanyaggal vizsgaltuk az RNS polimeraz lokalizaciojat a dTaf10%%, valamint a w''® L3-as
larvak nyalmirigy politén kromoszémain (z6ld). A kromoszoémak kontrasztfestéséhez DAPI
fluoreszcens festéket hasznaltunk (kék). B) A w8, a dAda2b™* ¢s a dTafl0"® L3-as larvakbol
szarmazo6 fehérjemintakon végzett Western blot kisérlet acetilalt H3K 14 elleni ellenanyaggal.



Mivel a dTaf10%%° mutansokban csokken a dADA2b specifikus H3K 14 acetilacid
szintje, és a dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya befolyasolhatja a dSAGA komplex
alegységeinek stabilitdsat is, megvizsgaltuk, hogy a dTAFI10 fehérjék hianyaban
megvaltozik-e a dADA2b lokalizacioja a politén kromoszoémakon. Azt talaltuk, hogy a
dADA2b lokalizacioja a dTaf109%° mutansokban a kontrollhoz képest nem valtozik (13. A,
B abra). Kisérleteinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a dTAF10%% mutansokban a H3K14

acetilacio szintjének csokkenése nem a dADA2b hidnya miatt alakul ki.

A dADA2b RNSPII  dADA2b+RNSPII DAPI

B dADA2b

W1118

dTaf10%5

W1118

dTaf10%°

13. abra: dADA2b lokalizaciéjanak vizsgalata dTafl0% mutins és w''® Drosophila
torzsekben. A) dTafl0%® mutans és w™*® Drosophildk politén kromoszéomainak immunfestése
dADAZ2b specifikus ellenanyaggal (piros). RNS polimeraz II elleni ellenanyaggal vizsgaltuk az
RNS polimeraz lokalizacidjat a dTaf10%®, valamint a w''® L3-as larvak nyalmirigy politén
kromoszomain (zold). A dADA2b+RNSPII oszlopban a dADA2b (piros) és az RNS polimeraz 11
(z6ld) immunfestésének egymasra vetitett képe lathato. A kromoszomak kontrasztfestéséhez DAPI
fluoreszcens festéket hasznaltunk (kék). B) Az abra A részén kék keretben 1évé kromoszoma
részlet lathat6 kinagyitva. A kromoszoma részleten a dJADA2b lokalizaciojat lathatjuk a dTaf10%%,
illetve kontroll w8 Drosophila vonalban.
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4.4, dTAF10 és dTAF10b fehérjéket nem tartalmazo Drosophilak génexpresszios
valtozasainak osszehasonlitaisa a dAda2a®%® (dATAC) mutansokban tapasztalt
transzkripcios valtozasokkal

Microarray adataink azt mutattak, hogy a dTAF10/dTAF10b hianyaban kialakulo
génexpresszio csak Kis mértékben érinti a ASAGA specifikus génexpressziot. Feltételeztiik,
hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék a dSAGA komplex mellett mas komplexek altal
szabalyozott génexpresszidt is befolydsolhatjak. Ezért megvizsgaltuk, hogy a dATAC
specifikus génexpresszié milyen mértékben fed at a dTAF10%° mutansok génexpressid
valtozasaival. A dADA2a fehérjét nem tartalmaz6é Drosophila melanogaster vonalat
(dAda2a™®%) a dAda2b?®*2-es és a dTaf10%%° mutdnsokhoz hasonléan az L3 végi elobab
stadiumra szinkronizaltak, majd DNS micorarray-el transzkriptom vizsgalatot végeztek. A
dTaf10%, a dAda2b%®*? és a dAda2a™®® és a w''® torzsek transzkriptom analizise
parhuzamos koriilmények kozott tortént. A dTaf109% és a dAda2a%'® mutansok microarray
adatainak Osszehasonlitasakor azonban sokkal nagyobb atfedést tapasztaltunk, mint a
dSAGA (dAda2b%®4?) és a dTaf109%® mutansok transzkriptomjainak osszevetésekor (14.

abra).

Csokkent expressziét mutatd gének Emelkedett expresszidt mutaté gének

dAda2q%°
(4737)

dAda2a?®?
(2569)

dTaf10%
dTaf10% (2077)
(2869)

14. abra: dTafl0® és dAda2a®®® mutinsokban kialakulé transzKripciés valtozasok
egymashoz viszonyitva. A Venn diagrammok a dTaf10%® mutansban valamint az dAda2a®®
mutansban kialakul6, kontrollhoz képest eltérden expresszalodd gének szama kozotti atfedéseket
abrazoljak.

Megvizsgaltuk, hogy a dAda2a™® és a dTaf10%° mutansok esetében a kontrollhoz
képest eltérd expressziot mutatd gének milyen mértékben érintik az egyes génontoldgiai
Kategoriakat (15. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a dAda2a®® ¢és a dTaf109% mutansokban az

aktivalt és a represszalt gének is hasonlo génontoldgiai kategoriakba tartoznak (15. abra).
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15. abra: dTAF10 és dADA2a hiinydban kialakulé expresszios valtoziasok génontologiai
csoportositasanak szazalékos eloszlasa.

Annak ellenére, hogy a dTAF10b fehérje a dSAGA komplex része, a hianyaban
bekovetkezd transzkripcié valtozasok 78%-a megegyezik a dAda2a’®® (dATAC)
mutansokban tapasztalt génexpresszié valtozasokkal. A dTAF109%%° és a dATAC
mutdnsokban a kontrollhoz képest eltéré expressziot mutatd gének funkcid szerinti
csoportositasanal szintén nagyfoku hasonlosagot tapasztaltunk. Eredményeink alapjan
feltételeztiik, hogy a dATAC komplex és a dTAF10 tartalmt komplexek kozott
funkcionalis kapcsolat alakulhat Ki.

45. dTAF10 és dTAF10b hianvanak hatasa a dATAC, illetve GCN5 specifikus
acetilaciora

Mivel a dTaf10%® mutansokban tapasztalt transzkriptom valtozasok nagymértékben
hasonlitanak az dATAC mutansokban tapasztalt génexpresszids valtozasokra, feltételeztiik,
hogy a dTAF10 fehérjék hianya hatassal van a JATAC komplex HAT aktivitasara. Ezért
immunfestéssel analizaltuk, hogy a dTafl0% larvak politén kromoszomain hogyan
valtozik a dATAC specifikus H4K12, illetve a GCNS5 specifikus H4K8 acetilacio a
kontroll allatok nyalmirigy kromoszomaihoz képest. Azt lattuk, hogy sem a 8-as lizinen
acetilalt H4 hisztonok mennyisége, sem a H4K12 acetildcido szintje nem valtozik a
nyalmirigy oriaskromoszomain a dTaf10%® mutansokban a kontrollhoz viszonyitva (16.
abra). Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a dTAF10/dTAF10b tartalmu komplexek
nem befolyasoljak a dATAC HAT aktivitasat.
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16. abra: A H4KS8 és H4K12 acetilacié vizsgalata dTaf10%25 mutansban. A dTaf10%% és
a w8 [ 3-as larvak nyalmirigy politén kromoszoémdinak immunfestése. Acetilalt H4K12,
illetve acetilalt H4K8 elleni ellenanyaggal vizsgaltuk az ATAC és a GCNS5 specifikus
acetilaciot a dTafl0%° valamint a w'''® L3-as larvak nyalmirigy politén kromoszomain
(piros). RNS polimeraz II elleni ellenanyaggal vizsgaltuk az RNS polimeraz lokalizaciojat
a dTaf10%®, valamint a w''® L3-as larvak nyalmirigy politén kromoszomain (zold). A
kromoszémak kontrasztfestés¢hez DAPI fluoreszcens festéket hasznaltunk (kék).

4.6. A dTAF10 és a dATAF10b szerepe a dTFIID alegységek osszeszerelodésében

Korabbi tanulméanyokban kimutattdk, hogy a dTAF10 hidnya a dTFIID
instabilitasahoz vezethet egér sejtekben [75]. Drosophila melanogaster esetében még nem
tisztazott, hogy a dTAF10 fehérje hogyan befolyasolja a dTFIID Osszeszerelodését,
stabilitasat, illetve az sem vilagos, hogy a dTAF10 fehérjék hianyaban 6sszeszerelddik-€ a
dTFIID komplex. Elsé 1épésben immunfestéssel megvizsgaltuk, hogy a dTAF109%° muténs
L3-as larvak oriaskromoszomain hogyan valtozik a dTFIID kdzponti részében eléfordulo
dTAFS lokalizacidja a kontrollhoz képest. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a dTAF5

Od25

fehérje mennyisége csokken a dTafl mutansok politén kromoszoémain (17. A abra).

Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a dTAF10 fehérjék hianya hatassal van a dTAF5
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kotodésére. A dTAFS fehérje szintjének csokkenése a politén kromoszomakon azért is
bekovetkezhet, mert dTAF10/dTAF10b hianyaban a TFIID destabilizalodik és a komplex
tagjai degradalodnak. Ezért Western blottal megvizsgaltuk, hogy a dTaf109%° mutansban
hogyan valtozik a dTAF5 fehérje szintje és azt tapasztaltuk, hogy a dTAF10 fehérjék
hianya nem befolyasolja a dTAFS5 fehérje szintjét a dTaf10%% mutans larvakban (17. B
abra). A dTAFS mas dTAF fehérjékkel egyiitt alakitja ki a core dTFIID komplexet, ezért
analizaltuk, hogy a dTafl0%% mutinsban kialakulhat-e olyan dTAF5 tartalmu

szubkomplex, mely hozzajarul a stabil dTFIID 6sszeszerel6déséhez.

A dTAF5 RNSPII dTAF5+RNSPII DAPI
Wlm. .
dTaflom. .
B [ S | dTAFS
— - | H3
£, A
% 2,
2,

17. abra A dTAF5 vizsgalata dTaf10°® mutansban. A) A dTaf10%®, valamint a w'''® L3-as
larvak nyalmirigy politén kromoszémainak immunfestése. dTAF5 elleni ellenanyaggal és RNS
polimeraz II elleni ellenanyaggal vizsgaltuk a dTAF5 (piros) és az RNS polimeraz 1l (zold)
lokalizacidjat a dTafl0%® és a w'*® L3-as larvak politén kromoszomain. A dTAF5+RNSP Il
oszlopban a dTAFS (piros) és az RNS polimeraz II (z6ld) immunfestésének egymasra vetitett képe
lathat6. A kromoszoémak kontrasztfestéséhez DAPI fluoreszcens festéket hasznaltunk (kék). B)
dTAFS5 fehérje szintjének vizsgalata Western blottal dTAF10%° L3-as, illetve w'''® L3-as larvakbol
késziilt fehérjemintakon.

09%° mutansokban létrejon-e a

Ko-immunprecipitacioval vizsgaltuk, hogy a dTafl
holo dTFIID stabilitasat nagymértékben befolyasoldé dTAF4-dTAF5 szubkomplex. A
dTaf10% mutans és a kontrollként hasznalt W' Drosophildk feltarasat kovetSen anti-
TAFS ellenanyaggal immunprecipitaciot végeztiink. A TAFS5 és TAF4 fehérjék kozti
kolcsonhatast a kontroll és a dTaf109%° mutans allatokban is kimutattuk (18. A abra). Ez

alapjan feltételezziik, hogy dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya nem befolyasolja a dTAF4-
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dTAFS tartalma dTFIID 6sszeszerelodését. A core dTFIID felépitésében résztvevé dTAF4
¢s dTAF5 mellett Western blottal vizsgaltuk, hogy a dTAF6 fehérje szintje hogyan
véltozik a dTAF10°%® mutans allatokban. Azt talaltuk, hogy a dTAF6 fehérje szintje
csokken a dTafl0%® mutansokban a kontrollhoz képest (18. B abra). Eredményeink azt
sugalljak, hogy a dTAF10 fehérjék hianya befolyasolhatja a core dTFIID
Osszeszerelodését, emellett a komplex mas funkcionalis moduljaiban talalhatd fehérjék —
hogy a dTAFS5 fehérje szintje csokken a dTafl0%® mutansok politén kromoszomain, ezért
feltételezhetjiik, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék befolyasoljak a core dTFIID-t

kialakité dTAF fehérjék kotddését a nyalmirigy oridskromoszoémain.

A. B.
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18. abra: A dTAF4-dTAFS5 kolcsonhatas vizsgalata immunprecipitacioval, valamint a dTAF6
fehérje szintjének vizsgalata dTaf10%° mutinsban: A) dTAF5-re specifikus ellenanyaggal
immunprecipitalt mintabol Western blot segitségével kimutattuk a dTAF4 fehérjét, dTAF4-re
specifikus ellenanyaggal w8 és dTaf10%® Drosophila vonalakban. ANK=antitest nélkiili kontroll
B) dTAF6 vizsgalata dTafl0%® mutansokban. Western blot kisérlet dTAF6-ra specifikus
ellenanyaggal.

Ezt kovetden immunfestéssel analizaltuk, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjek
hianya hogyan befolyasolja a dTAF1 és a dTBP lokalizacigjat a politén kromoszomakon.
Azt tapasztaltuk, hogy a dTAF1, valamint a dTBP fehérje szintje nem valtozik a
kontrollhoz képest a dTafl0% larvak nyalmirigy ériaskromoszomain (19. A, B abra). A
Western blot kisérleteinknél azonban azt lattuk, hogy a dTAF1 fehérje szintje nem
véltozik, viszont a dTBP szintje csokken a dTaf109%° mutansokban a kontrollhoz képest
(19. C abra). Kisérleteinkbdl azt feltételezziik, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya a
dTBP és a dTAF1 tartalma dTFIID DNS kot6 aktivitasat nem befolyasolja.

Az immunfestéseknél azt is megfigyelhetjiik, hogy a dTAF5 a dTAF1-hez
hasonldéan, az RNS polimeraz II-vel Ko-lokalizaciot mutat a kontroll allatok
oridskromoszomain, viszont a dTAF10 és az RNS polimeraz ko-lokalizaciojat csak néhany
helyen lathatjuk a politén kromoszoman (dTAF5: 17. A éabra 3. oszlop 1. sor. dTAF1: 19.
A abra 3. oszlop els6 sor, dTAF10: 20. abra 3. oszlop 1. sor). Az eltérés abbol adodhat,
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hogy a dTAF10 nem minden preiniciaciés komplexben van jelen, illetve csak bizonyos
gének transzkripciojadhoz  sziikséges. Eredményeinkb6l az  latszik, hogy a
dTAF10/dTAF10b hianyaban a dTFIID komplexet felépit6 fehérjék koziil a dTAF6, illetve
a dTBP fehérje szintje csokken, emellett a dTAF5 fehérje szintje csokken a politén
kromoszomakon. Ezaltal feltételezhetjiik, hogy részleges dTFIID komplex szerelddik ossze

a dTaf10%% mutansban.

A dTAF1 RNSPII dTAF1+RNSPII DAPI

B dTBP dTBP+DAPI C

W1118

dTaf10'*

W1118

dAF1

dTBP

H3

dTaf10%5

19. abra: dTAF1 és dTBP vizsgalata dTaf10°® mutinsban. A) A dTaf10%%, valamint a w***® L3-
as larvak nyalmirigy politén kromoszomainak immunfestése. dTAF1 elleni ellenanyaggal és RNS
polimeraz II elleni ellenanyaggal vizsgaltuk a dTAF1 (piros) és az RNS polimerdz II (z6ld)
lokalizacidjat a dTafl0%® és a w'''® L3-as larvak politén kromoszoémain. A dTAF1+RNSP II
oszlopban a dTAF1 (piros) és az RNS polimeraz II (z61d) immunfestésének egymasra vetitett képe
lathato. A kromoszoémak kontrasztfestés¢hez DAPI fluoreszcens festéket hasznaltunk (kék). B) A
dTaf10%, valamint a w***® L3-as larvak nyalmirigy politén kromoszomainak immunfestése. dTBP
elleni ellenanyaggal vizsgaltuk a dTBP (piros) lokalizacidjat a dTaf10% és a w'''® L3-as larvak
politén kromoszomdain. dTAFI1+DAPI oszlopban a dTBP (piros) immunfestése és a DAPI
fluoreszcens festékkel festett kromoszoma egymasra vetitett képe lathato. C) H3, dTAF1 és dTBP
Western blot analizise W**8- és dTAF10%%°-L3 larvakbol késziilt fehérjemintakon.
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20. abra: dTAF10 lokalizaci6janak vizsgalata dTaf10%® és w'''® L3-as larvak nyalmirigy
ériaskromoszomain. A dTaf10% és a w'''® L3-as larvak nyalmirigy politén kromoszomainak
immunfestése. dTAF10 elleni ellenanyaggal vizsgaltuk a dTAF10 lokalizacidjat dTaf10%%,
valamint a w''*® [3-as larvdk nyalmirigy politén kromoszoémain (piros). RNS polimeraz II elleni
ellenanyaggal vizsgaltuk az RNS polimeraz lokalizaciojat a dTafl0%®, valamint a w''® L3-as
larvak nyalmirigy politén kromoszoémain (zold). A dTAF10+RNSPII oszlopban a dTAF10 (piros)
és az RNS polimeraz II (z6ld) immunfestésének egymasra vetitett képei lathatéak. A kromoszémak
kontrasztfestéséhez DAPI fluoreszcens festéket hasznaltunk (kék).

A dTFIID fontos szerepet jatszik a preiniciacios komplex kialakulasaban, azonban
az RNS polimeraz II fiiggd transzkripcid dTFIID nélkiil is megvalosulhat [90]. Az RNS
polimeraz I jelenléte dTAF10%° mutans larvadk oriaskromoszomain azt jelzi, hogy
dTAF10/dTAF10b fehérjék hianyaban funkcionalis dTFIID nélkiili preiniciacidos komplex
alakulhat Ki.

4.7. AdTAF10 és dTAF10b hianyaban kialakul6 fenotipusok vizsgalata

Microarray kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a dTAF10/dTAF10b hianya
nagymeértékii transzkripcids valtozasokat indukal, ezért megvizsgaltuk, hogy a dTAF10
fehérjék hianya hogyan befolyasolja az allatok egyedfejlodését. A dTAF10/dTAF10b
fehérjék hianya kés6i L3 és bab letalitast okoz (10. abra A, B). Ez alapjan feltételeztiik,
hogy a dTafl0% Drosophila larvak esetében az L3 végi, illetve elébab stadiumban
bekovetkezé letalis fenotipus az ekdizon hormon hianya miatt kovetkezik be. Ezért a
dTaf10% mutans larvakat L2-L3 kozotti vedlésre szinkronizaltuk, majd a 36 oras L3-as
larvakat 20-hidroxi-ekdizonnal kiegészitett standard taptalajon neveltiik. Kontrollként
szintén L2-1L3 kozotti vedlésre szinkronizalt dTafl0%® larvakat hasznaltunk, melyeket az
L3-as larvastadium kezdetét kovetden 36 ora elteltével normal taptalajra helyeztiink. Azt
tapasztaltuk, hogy a 20-hidroxi-ekdizonnal kiegészitett standard taptalajon nevelt dTaf109%

larvak 88%-a érte el az elébab stadiumot, mig a normal taptalajon nevelt allatok mindéssze
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54%-a jutott el az elébab stadiumig (21. A abra). Kisérletiink eredménye arra utal, hogy a
dTaf10% mutansoknal ekdizon hianyos allapot alakul ki az L3-as larvastadium végén. Az
ekdizon szintézis hibajat okozhatja az, hogy nem all rendelkezésre elegendd szteranvazas
vegyitilet, melyek az ekdizon metabolikus prekurzorai. Amikor azonban az L2-L3 kozotti
vedlésre szinkronizalt dTafl0%® mutins larvékat koleszterinnel kiegészitett standard
taptalajon, illetve normal taptalajon neveltiik, szignifikans eltérést nem tapasztaltunk a
standard ¢és a koleszetrinnel kiegészitett taptalajon nevelt allatok babozodasa kozott. A
koleszterinnel kiegészitett taptalajon nevelt allatok 68%-a formalt elébabot, mig a standard
taptalajon nevelt larvak 66%-a érte el az elébab stadiumot (21.B abra). Eredményeink azt
mutatjak, hogy a 20-hidroxi-ekdizon hidnya nem abboél adodik, hogy nem all rendelkezésre

elegendd metabolikus prekurzor az ekdizon szintéziséhez.
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21. abra: Ekdizonnal és koleszterinnel kiegészitett normal taptalajon nevelt dTaf10%% |3-as
larvak babozédasi rataja. A) L2-L3 kozotti vedlésre szinkronizalt dTafl0%® larvakat normal,
illetve 20-hidroxi-ekdizonnal kiegészitett normal taptalajon neveltiink. A diagramm a normal (fehér
oszlop), illetve a 20-hidroxi-ekdizonnal Kiegészitett taptalajon (fekete oszlop) nevelt dTaf10%% 3-
as larvak babozodasi ratajat abrazolja. B) L2-L3 kozotti vedlésre szinkronizalt dTafl0%%® L3-as
larvakat koleszterinnel kiegészitett normal taptalajon, illetve standard taptalajon tartottuk fent. A
diagram a standard (fehér oszlop) és a koleszterinnel kiegészitett taptalajon (fekete oszlopok)
nevelt L3-as larvak babozodasi ratajat mutatja.

Az ekdizon hianyos allapotot a gytlirlimirigy szoveti pusztulasa iS okozhatja. A
dTaf109% mutdnsok gyiirtimirigy morfologiaja nem mutatott eltérést a kontrollhoz
viszonyitva (22. 4bra). EbbSl arra kovetkeztettink, hogy a dTafl0%%® mutansoknal

tapasztalt ekdizon hianyos allapot nem a gytiriimirigy szoveti degradacidja miatt alakul Ki.
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22. abra: Gyiiriimirigy morfolégia vizsgalata dTaf10%® és w*'® Drosophila vonalakban. Az
abran a szaggatott téglalapok a gyiirtimirigyet jelolik.

4.8. A dTafb, dTaf8 és dTafl0 gének expressziéjanak csokkentése gyiiriimirigsyben

Kimutattuk, hogy a dTaf109% mutansok ekdizon hianyaban tapasztalhato L3, illetve

0925 mutans larvak L3

babletalis fenotipusat nem a gytirimirigy degradacioja okozza. dTafl
végi, illetve babletalis fenotipusa azért is bekdvetkezhet, mert a dTAF10 fehérjék hidnya
befolyasolja a gylirimirigyben végbemend folyamatokat, melyek fontos szerepet jatszanak
az eckdizon szintézisben. Ezért transzgenikus dTafl0 RNS interferencia vonalak
segitségével vizsgaltuk, hogy a dTafl0 expresszidjanak csokkentése specifikusan a
gylriimirigyben milyen fenotipust eredményez. Azt tapasztaltuk, hogy az allatok nagy
része késoi L3 stadiumban, kisebb résziik korai bab staidiumban pusztul el. (23. abra). Ezt
kovetéen dTaf8-ra specifikus transzgenikus RNS interferencia Drosophila vonalak
hasznalataval specifikusan a gyilirimirigyben csokkentettilk a dTaf8 mRNS szintjét, mely
soran a larvak nagy része — hasonloan a dTafl0 siRNS interferencia vonalakhoz - kés6i L3
stadiumban pusztult el (23. abra). A dTaf8, és a dTafl0 mellett a core dTFIID

Osszeszerelddésében szerepet jatszo dTafS mRNS szintjének csokkentése gylriimirigyben

szintén késoi L3-as letalitast okozott (23. abra).
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23. abra: A dTaf5, dTaf8, és a dTafl0 expresszidjanak csokkentése a gyliriimirigyben késéi
L3-korai bab letalitast okoz. phm-GAL4 driver torzs segitségével a gylirimirigyben
csokkentettiik a dTaf5, dTaf8, és a dTafl0 expresszidjat. A dTaf5, dTaf8 és a dTafl0
expressziojanak csokkentése soran az allatok nagy része L3 stadiumban elpusztult.

Eredményeink arra utaltak, hogy dTaf5, dTaf8 és dTafl0 gének csendesitése
kovetkeztében kialakulo letalis fenotipust az ekdizon hidnya okozhatja, a dTafl0%
mutansokhoz hasonldan. Feltételezésiink igazoldsdra a larvakat L2-L3 kozotti vedlésre
szinkronizaltuk, melyeknél a dTaf5, dTaf8 és dTafl0 gének expresszidjat a gylriimirigyben
csokkentettiik. Ezt kovetéen a 36h-s L3 larvakat 20-hidroxi-ekdizon tartalmu standard
taptalajon, illetve normal taptalajon tartottuk fent. Megfigyeltiik, hogy az ekdizon
menekitette a dTaf5, dTaf8 és a dTafl0 gének csendesitése kovetkeztében kialakulo L3
végi letalis fenotipust prepupa, illetve P1l-es bab stadiumig (24. abra). Eredményeink azt

sugalljak, hogy a gylirimirigyben lezajlo ekdizon szintézisben a dTAF5, a dTAF8 és a
dTAF10 tartalma dTFIID komplex vesz részt.

dTaf5 dTaf8 dTaf10
120 120 120
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1001 ] B (Taf5 csendesités 107 T E J7af8 csendesités 1907 ] I ('Taf10 csendesités
+ ekdizon + ekdizon + ekdizon
§ 80 ;\? 80 ;\3‘ 80
s ) o
.-E 60 4 :E 60 4 ;‘.-’?_5' 60
b b b
3 40 8 a0 8 w04
0 - 0 . . 0 .i
L3-as larva Prepupa L3-aslarva  Prepupa P1 L3-as larva Prepupa
stadium bab stadium béb stadium bab
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24. abra: A dTaf5, dTaf8, és a dTaf10 gének expressziéjanak csokkentése a gyliriimirigyben
kés6i L3 letalitast okoz, mely ekdizonnal menekitheté. Gytrimirigyben csokkentettiik a dTafb,
dTaf8 és a dTafl0 expresszidjat. Ezt kovetben 36h-s L3-as larvakat ekdizonnal kiegészitett
taptalajon, illetve normal taptalajon tartottuk fent. Az ekdizon menekitette az L3 végi letalitast

(fekete oszlopok), mig a normal taptalajon nevelt kontroll allatok nem érték el a bab stadiumot
(fehér oszlopok).
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4.9. Az ekdizon bioszintézisben résztvevé Halloween gének vizsgalata dTafl1092
mutansokban

Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a dAda2a®™® (dATAC) mutansokban
az ckdizon szintézisben résztvevé Halloween gének expresszidja nagyrészt csokken és a
dATAC mutansok a dTafl0%° mutansokhoz hasonldéan L3 végi, illetve bab stiddiumban
pusztulnak el [91]. Microarray kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a
dTAF10/dTAF10b fiiggé transzkripcidos valtozasok nagymértékben hasonlitanak az
ADA2a hianyaban bekdvetkezd transzkripcids valtozasokhoz. Tovabbi kisérleteinkben
kimutattuk, hogy dTaf10%%® mutans fenotipus nem a gytirtimirigy degradacidja miatt alakul
Ki. A letalis fenotipus oka nem is a koleszterin hianya a taptalajban. Megfigyeltiik, hogy a
dTafl0 mRNS szint csokkentése a gylrtimirigyben is L3 végi letalitast eredményez. Ezek
az eredmények arra utaltak tehat, hogy a dTAF10 és a dTAF10b fehérjék befolyasolhatjak
a gylrimirgyben végbemend ekdizon szintézist. Ennek a feltételezésnek az
alatdmasztasara megvizsgaltuk, hogy dTAF10 illetve dTAF10b hidnydban hogyan valtozik
a gylrimirigyben expresszalodo Halloween gének expresszidja. Azt tapasztaltuk, hogy a
gylrimirigyben expresszalodo Halloween gének (shadow, phantom, spookier, spook,
disembodied) mMRNS szintje csokken, mig a periférias szovetben expresszalodo shade
mRNS szintje n6 dTAF10/dTAF10b hianyaban (25. A &abra). A microarray adatok
ellenérzéseképpen RT-PCR modszerrel is megvizsgaltuk, hogyan valtozik a Halloween
gének expresszidja a dTaf109%° mutansokban. Azt lattuk, hogy a shade és a disembodied
kivételével a Halloween gének expresszidja csokkent (25. B abra). Eredményeink alapjan
feltételezziik, hogy a dTAF10/dTAF10b tartalma komplexek befolyasoljak a
gytirlimirigyben expresszalodé Halloween gének transzkripcidjat. A dTafl09% és a
dAda2a®®® mutansok L3 végi-korai babletalis fenotipusa és a génexpresszios mintazatok
hasonlosagai azt sugalljak, hogy az ekdizon bioszintézisben részt vevé P450 citokrém
gének transzkripcidjait a dATAC, valamint a dTAF10/dTAF10b tartalmu komplexek
egylittesen szabalyozhatjak.
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25. abra Ekdizon bioszintézisben részt vevé P450 citokrom gének expresszidjanak vizsgalata
dTaf10%® valamint dAda2a™® mutansokban. A) P450 citokrom gének expresszids mintazatanak
osszehasonlitasa dTaf10%® és dAda2a™® mutansokban, microarray adatok alapjan. B) A Halloween
gének expresszidjanak vizsgalata RT PCR modszerrel dTaf10%% és w'''® Drosophila torzsekben.
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5. Eredmények megvitatasa

5.1. A dTAF10 fehérjék szerepe a Drosophila fejlodésében

A TFIID fontos szerepet jatszik az eukariota transzkripcid szabalyozésadban. A
transzkripcié kezdd 1épéseként a TBP-bol és a TAF fehérjékbdl allo TFIID fehérje
komplex szerelddik Ossze és kotddik a gének promoter szakaszaihoz. A TFIID kozponti
részében a hiszton-fold doméneket tartalmazdo TAF4-TAF12, TAF6-TAF9 és a TAFS8-
TAF10 fehérjék heterodimert képeznek [45] [92]. A TAF8-TAF10 fehérjéken kiviil a
TFIID kozponti részében a TAF4, TAFS, TAF6, TAF9 és a TAF12 fehérjék két kopiaban
vannak jelen és szimmetrikus szerkezetet alkotnak. Ehhez kapcsolodik a TAF8-TAF10
heterodimer, mely konformacié valtozast hoz 1étre [45]. A TAF10 tehat fontos szerepet
jatszik a TFIID szervezddésében. A TAF fehérjék nemcsak a TFIID fehérje komplexben,
hanem mas komplexben is el6fordulnak, példdul hiszton acetiltranszferazokban. Az
evolucids fejlddés sordn a TAF fehérjeknek tobb valtozatuk jott 1étre, melyek kiilonbozo
komplexek részeit képezik. Példaul a TAF5L, valamint a TAF6L is a SAGA komplex
része, mig a TAF5 és a TAF6 a TFIID komplexben fordul el6. A humdan sejtekben
eléforduld TAF10 fehérjének a Drosophilaban két ortologja van, nevezetesen a dTAF10 és
a dTAF10b. Wake ¢és mtsai. Drosophila S2 sejtekben kimutattak, hogy a dTAF10b a
dSAGA, a dTAF10 pedig a dTFIID része [21]. A két Drosophila dTAF10 fehérjét kodold
génszakaszok ellentétes iranyultsaguak, a promoter szakaszok atfednek egymassal. A
dTAF10 fehérjék funkcionalis vizsgalatdhoz dTAF10, illetve dTAF10b fehérjéket nem
tartalmaz6 Drosophila vonalat hoztunk 1étre. Kisérleteinkben azt lattuk, hogy a dTAF10 és
a dTAF10b fehérjéket nem tartalmazo allatok elérték az L3-as larvastadiumot, azonban
késoi L3, illetve elébab stadiumban elpusztultak. Korabbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk,
hogy a d25-6s delécio altal okozott L3-végi, illetve babletalis fenotipus menekithetd
dTaf10, és dTafl0b-t tartalmazé transzgénekkel. Habar a TAF10 és a TAF10b kiilonbz6
komplexekben van jelen, feltételezhetd, hogy a két fehérje részlegesen atfedé funkcioval
rendelkezik. Az L3-végi, el6bab letalitas azért is kialakulhat, mert a korai larvalis fejlédési
stadiumokban az anyai hatds miatt jelenlévé dTAF10, illetve dTAF10b mennyisége
elegendd lehet ahhoz, hogy a dTAF10/dTAF10b hianyaban Iétrejovo fenotipust menekitse.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy a dTAF10 fehérjék nemcsak az L3-elébab stadiumban

jatszanak szerepet, hanem a korabbi larvalis fejlédésben is.
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5.2. dTAF10 és dTAF10b hatasa a dTFIID multiprotein komplexre

A dTAF10 fehérjék alegységei a dTFIID és a dSAGA komplexnek is, viszont a
dATAC komplexben nem fordulnak eld. Microarray kisérletek alapjan megallapitottuk,
hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya a kontrollhoz képest nagymértékii
transzkripcids valtozast indukalt. Feltételeztiik, hogy a dSAGA komplex funkcidkiesése
allhat a hattérben. A microarray adatok tovabbi elemzése soran azonban azt tapasztaltuk,
hogy a dTAF10/dTAF10b hianyaban kialakuld génexpresszios mintazat csak 5%-a fed at a
dSAGA (dAda2b%®*?) mutansok génexpresszids valtozasaival. Mivel a dTAF10/dTAF10b
fehérjék hianya nemcsak a dSAGA, hanem a dTFIID funkcidit is befolyasolhatjak, ezért
feltételeztiik, hogy a dTafl0%° mutansokban kialakuld transzkripciés valtozasok nagy
része a dTFIID komplex funkcidkiesése miatt kovetkezik be. Ezért vizsgaltuk, hogy a
dTAF10 fehérjék hianya hogyan szabalyozza a dTFIID komplexet felépité TAF-ok
lokalizaciojat a kromoszoémakon, illetve kialakulhat-e dTAF10 nélkiili stabil dTFIID
komplex. A kromoszoma festések soran azt talaltuk, hogy a dTAF10 hianyaban a dTAF1,
valamint a dTBP is jelen van a politén kromoszoman, viszont a dTAF5 mennyisége
csokkent. Arra kovetkeztettiink, hogy dTAF10 fehérjék hianya akadalyozhatja a dTAF5
kotodését a gének promoter régioin, de a dTAFL, illetve dTBP kotddését nem zavarja.
Western blottal megvizsgaltuk, hogy a dTAF10 fehérjék hianya hogyan befolyasolja a
dTAF1, dTAF5, dTAFS6, illetve dTBP fehérje szintjét dTaf109% larvakban. Azt lattuk,
hogy a dTAF1, dTAF5 fehérjeszintje csak kismértékben csokken a kontrollhoz képest, a
dTBP ¢és a dTAF6 fehérje szintje azonban szignifikans csokkenést mutatott. Mivel a
dTAFS jelenléte csokkent a kromoszomakon, illetve a dTAF6 fehérje szintje csokkent a
dTaf10%% transzgenikus allatokban, ezért feltételeztiik, hogy a dTAF10/dTAF10b hianya
nagymértékben szerepet jatszik a dTFIID stabilitasat befolyasolo szubkomplexek (dTAF4,
dTAF5, dTAF6, dTAF9, dTAF12) 6sszeszerelddésében. Ez 0kbol vizsgaltuk meg, hogy a
dTAF10, illetve dTAF10b hianyaban kialakul-e a core dTFIID-ben jelenlévé dTAF4-
dTAF5 szubkomplex. Ko-immunprecipitacios kisérletben kimutattuk, hogy a dTFIID
kozponti részében jelenlévéd dTAF4-dTAF5 szubkomplex kialakul a dTaf10%%
transzgenikus Drosophilidkban. Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a dTaf10%%
mutansokban kialakulhat dTAF4-dTAFS5 tartalma dTFIID, azonban dTAF10/dTAF10b
okozhatja. Kisérleteink ravilagitanak arra, hogy a dTAF10 fehérjék befolyasoljak a dTFIID

Osszeszerelddését, mely hatassal lehet az RNS polimeraz 1l kdtédésére is. Immunfestések
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soran azt lattuk, hogy az RNS polimeraz II jelen van a dTafl0%°® mutansok politén
kromoszomain. Feltételezhetd, hogy a dTAF10/dTAF10b hianyaban kialakulhat dTFIID
nélkiili funkcionalis preiniciacios komplex.

Fenotipus vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy dTAF10/dTAF10b fehérjét nem
tartalmazoé 4llatok L3-elébab stadiumban elpusztulnak. Amikor azonban a dTaf10%%
mutans larvakat 20-hidroxi-ekdizonnal kiegészitett taptalajon tartottuk fent, 34%-al tobb
larva érte el az el6bab stadiumot a kontrollhoz képest. Ezért arra kovetkeztettiink, hogy az
L3 végi-elobab letalitast az ekdizon hidnya okozhatja. Az ekdizon hiany kialakulasaban
tobb tényezO is szerepet jatszik. Az egyik lehetséges ok, hogy nem all rendelkezésre
megfeleld mennyiségli koleszterin, amibdl késobb az ekdizon hormon szintetizalodik.
Kisérleteink azonban azt mutattak, hogy a koleszterin nem menekiti az L3 végén
bekovetkezd letalis fenotipust. Ezért valoszinii, hogy az ekdizon hianya nem a koleszterin
felvétel hibaja miatt alakul ki. Az ekdizon hidnyos fenotipus azért is kialakulhat, mert a
dTAF10 fehérjék befolyasolhatjadk a gylrtimirigyben lezajlé ekdizon szintézisét.
Megvizsgaltuk, hogy a dTafl0 mRNS szintjének csokkenése specifikusan a
gylriimirigyben milyen fenotipus valtozadsokat eredményez. Azt talaltuk, hogy a dTAF10
mRNS szintjének csokkentése specifikusan a gyiirimirigyben a dTaf109% mutansokhoz
hasonlo L3-végi, illetve elobab letalitast okozott, viszont ezt a fenotipust is 20-hidroxi-
ekdizonnal sikeriilt menekiteni bab stadiumig. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a dTAF10
befolyasolhatja a gylirimirigyben végbemend ekdizon szintézist. Tovabbi kisérleteinknél
azt lattuk, hogy nemcsak a dTafl0, de a dTaf5 és a dTaf8 csendesitése a gylirimirigyben
L3 végi letalitast okozott, melyet ekdizonnal sikeriilt bab stddiumig menekiteni. Ezért
feltételezziik, hogy a dTAF5, dTAFS8 és a dTAF10 tartalmt dTFIID fontos szerepet t6lt be
az L3 végi letalis fenotipus kialakuldsdban. Mivel az ekdizon szintézis nagyrészt a
gylirtimirigy sejtjeiben torténik, ezért a dTafl09%® mutansoknal az L3 végi letalitast a
gylriimirigy szdveti degradacidja is okozhatja. A gytirimirigy morfologiai vizsgalatanal
azonban azt tapasztaltuk, hogy a dTaf10%% mutansokban a gyiirimirigy nem degradalodott.

Korabban laborunk kimutatta hogy az dAda2a®® (dATAC) mutansokban az
ekdizon bioszintézisben részt vevoé p450 citokrom gének expresszidja lecsokken, valamint
a dATAC mutansok, a dTaf10% mutansokhoz hasonléan, L3 végi-korai bab stadiumban
pusztulnak el [88]. Tovabba lattuk azt is, hogy a dADA2a, valamint a dTAF10 fehérjék
hianyaban kialakuld expresszios valtozdsok nagymértékben atfednek egyméassal. Ezért
megvizsgaltuk, hogy az ekdizon bioszintézisben részt vevd gének expresszidja hogyan

véltozik dTAF10/dTAF10b hidnyaban. Eredményeinkbdl az latszott, hogy a dTaf109%
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mutansokban a gyiriimirigyben expresszalodé Halloween gének expresszidja csokken,
ugyanakkor a periférias szovetekben expresszalodo shade mRNS szintje né a kontrollhoz
képest. A microarray adatok azt mutattdk, hogy mind a dATAC, mind a dTaf10%%
mutansokban hasonldé mértékben valtozik a citokrom P450 gének expresszidja. Ezek
alapjan feltételezziik, hogy a dTAF10 mutdnsokban kialakuld ekdizon hiany nagyrészt a
gylrtimirigyben kifejez6dd citokrom P450 gének expresszidcsokkenése miatt kovetkezik
be. Emellett megallapithatjuk, hogy a dTAF10/dTAF10b tartalmi komplexek a dATAC
komplexekkel egylitt szabalyozhatjak az ekdizon bioszintézisben résztvevo citokrom P450
gének transzkripcidjat.

A Drosophila melanogaster larvalis egyedfejlédése soran tobb ekdizon csucsot is
megfigyelhetiink. A legnagyobb ekdizon hullam a babozodas eldtt alakul ki, 92 6raval a
petébdl valo kikelés utan [93] [94]. Az ekdizon szintjének novekedése indukalja a babban a
politén larvalis szovetek apoptozissal torténd pusztulasat, majd a larvalis diploid imaginalis
diszkuszokbol kialakulnak a felndtt allatok szervei. Ezalatt nagymértékii transzkripcios
valtozasok kovetkeznek be. Feltételezhetd, hogy a dTAF10 fehérjéket nem tartalmazd

larvakban az ekdizon hormon altal indukalt transzkripcids valtozasok nem mennek végbe.

5.3. A dTAF10 fehérje tartalmu komplexek valamint a dATAC kapcsolata

Microarray vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a dAda2a®®® (dATAC) és a
Taf10%%® mutansok génexpresszids valtozasai nagymértékben hasonloak. Emellett mind a
dATAC komplex, mind a dTAF10/dTAF10b fehérje tartalmi komplexek fontos szerepet
jatszanak a Halloween gének transzkripcidjanak szabalyozasaban. Elképzelhetd, hogy a
dATAC, valamint a dTAF10/dTAF10b tartalmti komplexek (valosziniileg dTFIID
komplex) kozotti funkcionalis kapcsolat a Halloween gének transzkripcidjanak
szabalyozasan keresztiil valosul meg. Korabban kimutattdk, hogy az ATAC komplex képes
kolcsonhatast kialakitani a TBP-vel in vivo [95]. Lehetséges, hogy a dATAC, valamint a
dTBP egyiittes szabalyozasa sziikséges a Halloween gének aktivalasahoz.

A TFIID legnagyobb alegysége a dTAF1, mely tobb enzimaktivitasi doménnal
rendelkezik. A Bromodoménjain keresztiil képes kdlcsonhatast kialakitani a tetra-acetilalt
H4 fehérjével (H4KS5, K8, K12, K16). A TAF1 szerepe itt feltételezhetéen a TFIID
pozicionalasa lehet. Emellett a H4K5, K8, K12 acetilacidja a transzkripci6 aktivalasaval
fiigg 0ssze [96]. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a TAF1 az acetilalt H4-en a promoter
szakaszok felismerésében vesz részt. Lehetséges, hogy a dATAC éltal okozott H4KS5-, K12
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acetilacio eldsegiti a TFIID kotodését a gének promoter részein, ezaltal a transzkripcid

fokozodik.

5.4. A dTAF10 fehérje tartalmi komplexek és a dASAGA kapcsolata

A dTAF10/dTAF10b hianya érintheti mind a dSAGA, mind pedig a dTFIID
funkciojat is. Laborunkban korabban kimutattdk, hogy a dAda2b%®* mutdnsokban
megvaltozik a dTAF10 mintdzata a nyalmirigy oridskromoszémain [32]. Elképzelhetd,
hogy a dTAF10 lokalizacioja azért valtozik meg dAda2b®™*? mutansban, mert a dSAGA
specifikus acetilacio altal kialakitott nyitottabb kromatin szerkezet nem alakul ki, mely
sziikséges ahhoz, hogy a dTAF10 tartalmia dTFIID kotddhessen egyes gének promoter
régidihoz. A dTafl0%® mutinsban a dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya a dSAGA,
valamint a dTFIID komplex stabilitisat is befolyasolhatja. A dTaf109® mutdnsokban
megvaltozik az dADA2b specifikus H3K 14 acetilacigjanak a mintazata, viszont a H3K9
acetilacidja, valamint dADA2b lokaliz4dcidja nem valtozik a kontrollhoz képest.
Feltételezhetd, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék hianyaban részleges dSAGA komplex

szerel6dik Ossze.
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8. Tartalmi osszefoglalo

Eukariotdkban a transzkripcid iniciacid elsé 1épése sordn a TFIID kotédik az
atirando gének promoter szakaszaihoz. A TFIID a gének promoéter szakaszain
elhelyezked6 TATA szekvenciahoz k6t6dé TBP-bol, valamint TBP-hez kapcsolodd TAF
fehérjékbol all. A human és a Drosophila dTFIID kozponti részében eléforduld TAF-ok
Osszetétele megegyezik. A TAF4, TAFS, TAF6, TAF9, és TAF12 fehérjék kétszer vannak
jelen, és kétoldali szimmetrikus ,,core” dTFIID komplexet alkotnak, melyhez kapcsolddik
a TAF8-TAF10 heterodimer ¢és konformaciovaltozast okoz a dTFIID-ben. A 7 kiilonbdzd
TAF fehérjébol allo komplexhez kapcsolodik a tobbi TAF fehérje valamint a TBP is,
melyek egyszer fordulnak eld a komplexben. Szdmos TAF fehérje azonban nemcsak a
dTFIID komplex része, hanem hiszton acetiltranszferaz (HAT) komplexekben is
eléfordulnak. A HAT fehérjék acetil-koenzim A-r6l az acetil-csoport athelyezését
katalizaljak hiszton fehérjék lizin aminosavjaira, ezaltal egy nyitottabb kromatin szerkezet
alakulhat ki. Drosophilaban két GCNS tartalmu hiszton acetiltranszferaz (HAT) komplex
van jelen a dSAGA ¢és az dATAC. Mind a dSAGA, mind az dATAC komplex tobb
alegységbdl épiilnek fel, melyek koziil az ADA3, a GCNS5S és az SGF29 mindkét
komplexben megtalalhat6. Ez a hirom alegység ¢és a hozzajuk kapcsolodd rokon
szerkezetii ADA2a (ATAC) és ADA2b (SAGA) fehérjék alkotjak mindkét komplexben az
acetiltranszferaz modult. A kozos alegységek ellenére az dATAC és a dSAGA komplex
eltérd bioldgiai folyamatok szabdlyozasaban vesznek részt. A két komplex eltérd
szubsztrat specificitassal rendelkezik, a H3 9-es ¢és 14-es lizin acetilacio dSAGA
specifikus, mig a H4 5-6s és 12-es lizin acetilacioban az dATAC jatszik szerepet.

Drosophila melanogaster-ben két TAF10 homolog fehérjét azonositottak (ATAF10-
t és dTAF10b-t), melyeknek funkcidja eddig ismeretlen volt. A dTAF10 és a dTAF10b
fehérje funkcionalis vizsgalatahoz olyan dTAF10 fehérjéket nem tartalmazé Drosophila
vonalakat hoztunk létre, melyekben mindkét dTAF10 fehérjét kodold génszakasz hianyzik.
Habér a dTAF10b fehérje a dSAGA acetiltranszferaz komplex része, a dTAF10/dTAF10b

hianyos allatok transzkriptom analizise az JATAC (dAda2a®®®) mutdnsokhoz hasonl6 gén
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expresszios valtozasokat eredményezett. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink,
hogy az dATAC és a dTAF10/dTAF10b tartalma dTFIID komplex hasonld bioldgiai
utvonalak szabalyozasaban vehetnek részt. Ezért a tovabbi célkitlizéseink kozott szerepelt
annak kideritése, hogy az dATAC ¢és a dTAF10/dTAF10b tartalmi komplexek kozott
milyen funkcionalis kapcsolat talalhato.

Immunfestéssel vizsgaltuk, hogy a dTAF10/dTAF10b hianya hogyan befolyasolja a
dSAGA specifikus H3K9-, H3K14-, valamint a dATAC specifikus H4K12 és a GCN5
fliggd H4KS8-acetilacio szintjét a politén kromoszémakon. Azt tapasztaltuk, hogy az
dATAC specifikus HAK12- és a GCNS5 specifikus H4K8-acetilacio szintje nem valtozott,
mig a dSAGA specifikus H3K14-acetilacio szintje csokkent a kontrollhoz viszonyitva.
Kisérleteink megerdsitik, hogy a dTAF10b a dSAGA komplex része és dTAF10/dTAF10b
hidnyaban a komplex csak részben képes ellatni a feladatat.

Tovabbi  kisérleteinkben  Drosophila  politén  kromoszoémakon  végzett
immunfestéssel vizsgaltuk, hogy dTAF10 fehérjék hianyaban megfigyelheté-e a dTFIID és
a dSAGA alegységek jelenléte. Azt tapasztaltuk, hogy a dTAF10 fehérjéket nem
tartalmaz6 Drosophila vonalakban a dTAF5 fehérje mennyisége csokken a
kromoszoémakon, azonban a dTAF1 és a dTBP jelenléte a kontrollhoz képest nem valtozik.
Tovabba az dADA2b dSAGA alegység lokalizacidja sem valtozik a kontrollhoz
viszonyitva a kromoszomak kiilonb6zé régiodiban. Ezért feltételezziik, hogy a
dTAF10/dTAF10b hianyaban kialakul6 dSAGA specifikus H3K14 acetilaciojanak
csokkenését nem az ADA2b degradacidja okozza a dTafl0%° mutansokban. Mivel a
dTAFS5 fehérjeszintjének csokkenése a politén kromoszoémakon a dTFIID degradaciojat is
eldidézheti, ezért analizaltuk, hogy a dTAF10%%® mutansokban kialakulhat-e a dTAF4-
dTAF5 tartalmi szubkomplex, melynek kozponti szerepe van a dTFIID komplex
integritdsanak fenntartdsdban. Ko-immunprecipitacioval azt tapasztaltuk, hogy a dTAF4 és
dTAFS5 fehérjék kozti kolesonhatds kimutathaté a kontroll és a dTAF10/dTAF10b
fehérjéket nem tartalmazo transzgenikus larvakban is. Eredményeink alapjan ezért arra
kovetkeztetiink, hogy a dTAF10 fehérjék hianyaban is kialakulhat funkcionalisan miik6dé
dTAF4 és dTAFS5 tartalma dTFIID komplex. Tovabbi kisérleteinkben az egyes dTFIID
alegységek fehérjeszintjét vizsgaltuk kontroll és dTAF10 fehérjéket nem tartalmazé
Drosophilakban. A kontroll és a dTAF10 hianyos allatokban kozel azonos dTAF5 és
dTAF1 fehérje szintet detektaltunk, mig a dTBP és a dTAF6 fehérjék szintje a kontrollhoz

0d25

képest jelentésen lecsokkent a dTafl mutans larvakban. Eredményeinkbdl arra

kovetkeztettiink, hogy a dTAF10 fehérjék nincsenek hatdssal a dTAFS fehérje szintjére,
61



viszont a jelenlétiik sziikséges ahhoz, hogy a dTAF5 tartalmi dTFID ko6tddni tudjon a
gének promoter régidihoz. Ezzel ellentétben a dTAF1, valamint a dTBP tartalmu dTFIID
lokalizacioja nem fiigg a dTAF10/dTAF10b fehérjék jelenlététdl. Eredményeink
ravilagitanak arra, hogy a dTAFI0/dTAF10b befolyasoljak bizonyos dTFIID
szubkomplexek Osszeszerel6dését.

Fenotipus vizsgalatok soran azt lattuk, hogy a dTaf109% mutans allatok koriilbeliil
50%-a késoi L3 stadiumban elpusztul. Korabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a dATAC
mutansok L3 larvalis letalitdsa az ekdizon hidnya miatt kovetkezik be, ezért feltételeztiik,
hogy a dTAF10 fehérjéket nem tartalmazd Drosophildkban is az ekdizon hianya lehet
felelds az L3 végi letalitasért. Ezért a dTafl0%%® L3 larvékat ekdizonnal kiegészitett
standard, illetve normal tiptalajon neveltiik. Azt lattuk, hogy az ekdizonnal kiegészitett
taptalajon fenntartott larvak tobb mint 80% elérte a bab stadiumot. Eredményeinkbdl
feltételeztiik, hogy az 1.3 végi letalitds az ekdizon hidnya miatt kovetkezik be. Az ekdizon
koleszterinbdl szintetizalodik a gylirimirigy sejtjeiben, majd a hemolimfaba szekretalodik,
majd a zsirtestben expresszalodé shade altal kodolt enzim atalakitja 20-hidroxi-ekdizonna.
Az ekdizon hidnyos éallapotot az is okozhatja, hogy nem 4ll rendelkezésre elegendd
koleszterin, melyet a larvak a taptalajbol vesznek fel. Ezért dTafl0%9% larvakat
koleszterinnel kiegészitett normal taptalajon, valamint standard taptalajon tartottuk fent.
Azt lattuk, hogy a koleszterin nem menekitette az L3 végi letdlis fenotipust. Ezaltal
megallapithaté, hogy az ekdizon hianya dTaf10%> mutdnsoknal nem abbél adédik, hogy
nem 4all rendelkezésre elegendd metabolikus prekurzor az ekdizon szintéziséhez. Tovabbi
kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a dTAF10 hianya befolydsolja-e a gyliriimirigyben
végbemend folyamatokat, melyek fontos szerepet jatszanak az ekdizon szintézisében.
Ehhez el6szor dTafl0 specifikus RNS interferencia Drosophila vonalak segitségével
vizsgaltuk, hogy a dTafl0 mRNS szintjének csokkentése specifikusan a gylirlimirigyben
milyen fenotipust eredményez. Azt lattuk, hogy a dTafl0 expresszidjanak csokkentése - a
dTaf109%® mutansokhoz hasonléan - L3 végi-korai bab letalitist eredményez. Az ekdizon
azonban menekitette az dTafl0 expresszid csokkenése soran kialakuld L3 végi letalitast.
Ezaltal feltételeztiik, hogy a dTAF10 hidnya befolydsolja a gylirlimirigyben végbemend
ekdizon bioszintézist. Tovabbi kisérleteinkben azt lattuk, hogy nemcsak a dTafl0 de a
dTafb, illetve a dTaf8 gyilirimirigybeli expresszidjanak csokkentése is L3 végi letalitast
eredményezett. Emellett az ekdizon menekitette a dTaf5, dTaf8 expresszio csokkentése

miatt kialakult L3 végi letdlis fenotipust. Eredményeink azt sugalljak, hogy a dTAFS,
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dTAFS8, dTAF10 tartalmti dTFIID komplex fontos szerepet jatszik a gylrlimirigyben
végbemend ekdizon szintézisben.

Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy az dAda2a%'® (dATAC) mutansokban
ekdizon szintézisben résztvevé Halloween gének expresszidja lecsokken. Tovabba
microarray adatok Osszehasonlitdsaval azt tapasztaltuk, hogy a dTAF10/dTAF10b
hianyaban kialakul6 transzkripcids valtozasok nagymértékben hasonlitanak az dADA2a
hidnydban bekovetkezd transzkripcidos valtozasokhoz. Ezért vizsgaltuk, hogy
dTAF10/dTAF10b hianya befolyasolja-e az ekdizon bioszintézisben szerepet jatszo gének

0925 mutansokban csokken a

expresszidjat. A microarry adatok azt mutattak, hogy a dTafl
gyurimirigyben expresszaléddé ekdizon bioszintézisben szerepet jatszé ugynevezett
Halloween gének (spookier, phantom, disembodied, shadow neverland) mRNS szintje. A
periferialis szovetekben expresszalodo shade mRNS szintje viszont nétt _-TAF10/dTAF10b
hiany esetén. Eredményeink azt sugalljak, hogy a dTAF10/dTAF10b tartalmt komplexek
befolyasoljak a gyiriimirigyben expresszalodé Halloween gének transzkripciojat.

A dAda2a™® valamint a dTafl0% mutansok micorarray adatainak
Osszehasonlitasanal azt lattuk, hogy az ekdizon bioszintézisben résztvevd gének
expressziés mintizata nagymértékben hasonlit a dATAC valamint a dTaf10%®
mutdnsokban. Eredményeink arra utalnak, hogy az dATAC, valamint a dTafl0%
mutdnsokban tapasztalt transzkripcids valtozdsok nagyrészt az ekdizon hormon hidnya
miatt alakulnak ki, valamint mind az dATAC, mind a dTAF10/dTAF10b tartalma

komplexek egyiittes miikodése nélkiillozhetetlen az ekdizon altal szabalyozott

egyedfejlodésben.
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9. Summary

As a first step of eukaryotic transcription initiation, TFIID binds to the promoter region of
transcribed genes. The TFIID complex consists of TBP, which binds to the TATA box
region, and TAF proteins, which bind to the TBP protein. The core TFIID is conserved in
eukaryotes and it consists of double copies of TAF4, TAF5, TAF6, TAF9 and TAF12
which together create a two-fold symmetric structure. The additional TAF8-TAF10
heterodimer induces conformational changes by abolishing the two-fold symmetry. TBP
and further peripheral TAF proteins bind to the 7 TAF protein containing TFIID core
complex (TAF4, TAF5, TAF6, TAF8, TAF9, TAF10, TAF12). TAF proteins are parts of
both dTFIID and the dSAGA histone acetyl transferase (HAT) complex, which acetylates
histone proteins by transferring acetyl groups from acetyl-coenzymeA. Two GCN5
containing histone acetyltransferase complexes (dJATAC and dSAGA) are present in
Drosophila. Although dSAGA and dATAC complexes have common subunits in their
HAT modul, such as GCN5, SGF29 and ADAS3, they regulate different biological
processes. JATAC and dSAGA have different substrate specificity: dASAGA acetylates the
lysines in the 9th and 14th position of H3 histone and dATAC acetylates the lysine in the
5th and 8th of H4 histone.

In Drosophila melanogaster, two TAF10 homologue proteins have been identified,
however their functions have been unrevealed yet. In this study we investigated dTAF10
and dTAF10b which show homology with human TAF10. TAF10 is a component of
dTFIID and dTAF10b is a subunit of the dSAGA complex. For the functional analysis of
dTAF10 and dTAF10b, we generated a mutation which eliminated the production of both
Drosophila dTAF10 orthologues. Although the dTAF10b is part of dASAGA complex, the
microarray analysis showed that mutations either in dATAC subunit (dAada2a*®®) or in
dTafl0 genes resulted similar changes in the steady state mMRNA levels. This observation
suggests that dTAF10/dTAF10b containing complexes and dATAC take part in similar
biological pathways. Therefore, we investigated the connection between the
dTAF10/dTAF10b containing- and the dATAC-complexes.

First we investigated whether the ablation of dTAF10 and dTAF10b has any effects on the
HAT activity of dATAC and dSAGA complexes. Therefore, we examined the global
histone acetylation level in dTaf10%° mutant animals. We found that dSAGA specific

H3K14 acetylation level was reduced by the ablation of dTAF10/dTAF10b but the dATAC
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dependent H4K12 and GCNS5 specific H4K8 acetylation levels remained comparable to the
controls in dTaf109% mutants. Furthermore, the level of dSAGA specific H3K9 acetylation
did not show any differences between the control and the dTaf10%® mutants. These results
indicate that the dTAF10b protein is a stable component of dSAGA and the ablation of
dTAF10/dTAF10b does not affect the HAT activity of the dATAC complex.

Next we investigated whether the ablation of dTAF10 and dTAF10b has an effects on the
binding of dTFIID and dSAGA subunits to Drosophila polytene chromosomes. To test
this, we performed immunostaining experiments on polytene chromosomes of dTaf10%%
mutant larvae and we examined the localization of dTBP, several dTAF proteins and
dADA2b. We observed that dADAZ2b localization was not altered in the absence of
dTAF10/dTAF10b as compared to the control, suggesting that the decreased level of
dSAGA specific H3K14 acetylation was not due to the functional defect of dADA2b. On
the other hand, dTAF10b can play an important role by the HAT activity of dSAGA
complex. The localization of dTAF5 was reduced on the polytene chromosomes in
dTafl0%> mutants while the protein level of dTAF1 and dTBP on the polytene
chromosomes was comparable with the control animals. The decreased level of dTAF5,
which is a subunit of the core dTFIID, indicates that the ablation of dTAF10 and dTAF10b
results the degradation of dTFIID complex. We used co-immunoprecipitation to reveal
whether dTAF4-dTAF5 subcomplex was formed in dTaf10%%. We showed that the dTAF4
and dTAF5 can interact even in absence of dTAF10 and dTAF10b. Next we measured the
protein levels of several TAFs and dTBP protein in dTaf109%%> mutant larvae by Western
blot. We could not detect alterations in the protein level of dTAF1 and dTAF5 in the
absence of dTAF10/dTAF10b compared to the control samples. On the contrary, the
protein level of dTAF6 and dTBP are decreased in dTaf10%%> mutant larvae. However, the
dTAF4-dTAF5 containing dTFIID can be formed in the absence of dTAF10 proteins, the
protein levels of dTAF5 was decreased on the polytene chromosomes. These results
indicate that the dTAF10/dTAF10b proteins do not affect the dTAF5 protein level but the
absence of dTAF10 proteins disturbs the binding of dTAF5 containing complexes on
polytene chromosomes. The dTAF1 and the dTBP containing dTFIID are able to bind to
chromosomes of dTaf10%%° mutant animals but the protein levels of dTBP and dTAF6 were
decreased in absence of dTAF10 proteins. This indicates that the dTAF10/dTAF10b can

influence the formation of several dTFIID subcomplexes.
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We found that the dTaf10%% mutants were unable to form normal pupa and approximately
50% of animals died at L3 larval stages. Earlier experiment showed that the absence of
dADAZ2a proteins caused similar phenotype. In dATAC mutants the absence of molting
hormone ecdysone resulted in animal lethality. We assumed that the dTaf10%%°> mutants
died in L3 larval stage due to the lower level of ecdysone. To test this, we fed dTaf10%5 L3
larvae with 20-hidroxyecdysone and we observed that more than 80% of L3 larvae reached
the pupa stage. Ecdysone is synthesized from cholesterol in the ring gland. First we
checked whether a failure in cholesterol uptake resulted in defects in pupariation. We fed
the L3 larvae with cholesterol containing medium but the cholesterol was unable to rescue
the pupariation defects. This result indicated that it was not the lack of molecular precursor
that caused the absence of ecdysone. Next, we investigated whether gene expression
changes and the morphogenesis delay caused by the lack of dTAF10 were due to the lack
of ecdysone hormone. Since ecdysone is synthesized in the prothoracic gland, we
eliminated dTafl0 messengers only in the prothoracic gland cells by producing siRNA
against dTaf10 with the help of a phantom-GAL4 driver. We found that the decreased level
of dTaf10 mRNA in the ring gland caused similar phenotype as we detected in the absence
of dTAF10 proteins. Ecdysone feeding restored ability of larvae to form puparium. These
results indicated that the gene expression changes and failure in morphogenesis of dTAF10
mutant animals were due to the lack of the molting hormone ecdysone. To further test this,
we expressed SiRNA constructs against dTaf5 and dTaf8, two subunits of the 7TAF
submodule of the dTFIID complex in the prothoracic gland. As we expected, the targeted
silencing of dTaf5 and dTaf8 resulted in similar loss of molting phenotype, as was detected
in dTafl0-silenced animals. dTaf5-, dTaf8-and dTaf10-silenced animals could reach the
early pupal stages by ecdysone feeding. Together, these results suggest that dTFIID has an
essential regulatory function in early stages of ecdysone hormone biosynthesis in
prothoracic cells.

Earlier experiments showed that the mutations in dATAC subunits resulted in decreased
expression levels of ecdysone biosynthetic genes. The similar changes between the
dADA2a and dTAF10/dTAF10b specific transcriptomes prompted us to check whether
dTAF10 proteins are also necessary for the expression of the P450 cytochrome genes. The
microarray data showed that the Halloween genes (spookier, phantom, disembodied,
shadow neverland), which were expressed in ring gland and involved in ecdysone
bioshynthesis, were downregulated in dTaf10%%> mutant animals. In contrast with this the

expression of shade, which is expressed in peripherial tissues such as midgut and larval fat
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body, was increased in absence of dTAF10/dTAF10b. We found similar changes in
expression levels of ecdysone biosynthetic genes in dATAC mutants when we compared
the microarray data of dAda2a®™®® with the microarray results of dTaf10%%® mutants. This
result and the similar phenotypes, which were detected in the absence of both dTAF10
proteins and dADAZ2a, indicate that the dTAF10/dTAF10b containing complexes and the
dATAC complex together regulate the ecdysone-driven morphogenesis through the

regulation of the transcription of ecdysone biosynthetic genes.
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Tamogatasok:

- A sejtek fehérjehaztartdsat szabalyozd folyamatok vizsgélata tUjszeri genetikai és
proteomikai modszerekkel.

GINOP-2.3.2-15-2016-00032

- Az SZTE Kutatéegyetemi Kivalosagi Kozpont tudasbazisanak kiszélesitése és hosszu
tavi szakmai fenntarthatosaganak megalapozdsa a kivaldé tudomanyos utanpotlas
biztositasaval.

TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0012
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