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1. Bevezetés

1.1. Az eukariota kromoszoma szerkezete

Az eukaridta szervezetekben a transzkripcid szigortian szabdlyozott, soklépéses
folyamatban valosul meg. Altalanos transzkripcids faktorok, gén specifikus transzkripcios
aktivatorok és kofaktorok sokasaga sziikséges ahhoz, hogy a kondenzalddott kromatin
szerkezetben a gének promoterénél lehetségessé valjon az RNS polimeraz II transzkripcio
iniciacidja (18, 36). A folyamat egyik kulcsfontossagu kérdése az, hogy hogyan kozvetitik a
jelet az aktivatorok a tavoli szabalyozé elemektdl az alap transzkripcids rendszer felé.

A méteres hosszusagt DNS fondlnak megfeleld eukaridta genom mikrométer
nagysagrendil sejtmagba torténd becsomagolddasakor a genom kromatin szerkezetbe tomoriil.
A kromatin szerkezet legelsé szintjén a DNS hiszton fehérjékre tekeredik fel. A hisztonok
minden eukaridtdban megtaldlhatok ¢€s nagyfokll szerkezeti konzervativizmust mutatnak.
Példaul a szarvasmarha és a borsd6 H4 hisztonjat kédolo DNS szakasz minddssze 2
nukleotidban mutat eltérést. A kiilonbdzo hiszton fehérjék oktamereket hoznak 1étre, amelyek
egy-egy par H2A, H2B, H3 ¢és H4 tipust hiszton fehérjébdl épiilnek fel, mig a HI az
oktamereket 6sszekotd DNS szakaszokhoz kapcsolodik. A nukleoszémakban a hisztonok orsé
alaku struktarakba szervezOdnek, amelyek koré 2 menetet 1étrehozva tekeredik fel a 160
nukleotidnyi DNS. Az igy kialakult fiizér &tmérdje 11 nm. A DNS tomoriilésének kovetkezo
1épése a 30 nm-es szolenoid struktara kialakuldsa, amely a nukleoszomak feltekeredése soran
kialakul6 tireges tekercs struktirat mutat. Az igy kialakult térszerkezetet a nukleoszémak H1
hisztonjai kozott kialakuld kolcsonhatas stabilizdlja. A tovabbi kondenzalodasi 1épésben a
kromatin fibrillum hurkokat képez, és mindegyik hurok rogziil az alapjan, igy egy
szupertekercsszerti allapotot hoz 1étre a linearis DNS-en. Ezen struktira 300 nm atmérdji. A
tovabbi feltekeredések pontos Iépései nem ismertek, de megfigyelhetd még egy 700 nm-es
allapot, amely sugériranyl hurokformaként ismert. Végiil egy eddig ismeretlen 1épés soran
kialakul a metafazis soran megfigyelhet6 1400 nm-es erésen kondenzalt eukariota kromatin
struktura (1. abra).

A kromatin szerkezet és a génexpresszid szabalyozasanak kapcsolata az utobbi
években valt nyilvanvalova. Azok a gének, amelyek egy adott szovetben nem

expresszalodnak ¢és indukciojuk sem lehetséges, a kromatin szintjén egy Kkiterjedt,
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periodikusan rendezett nukleoszoéma
rendszerrel  jellemezhetdk és  tovabbi
faktorok szamara nem hozzaférhetok. Az
aktiv gének esetében a génszabalyozasban
fontos szerepet jatszo enhancer €s promoter
régidok altaldban nukleoszoma mentesek.
Ezek a szakaszok aspecifikus DNaz enzimek
hasitdsara akar 1000-szer érzékenyebbek
lehetnek, mint egy¢eb régiok.
Valoészintisithetd, hogy az aktiv
génszabalyozasi  folyamatokat  kozvetitd
DNS-kotd fehérjék mitkodését akadalyozza a
kotohelyeiket boritd nukleoszomak jelenléte.
A transzkripcié elinduldsakor viszont a
szekvencia specifikus faktorok kotohelyei
felszabadulnak, és a nukleoszomak a mar
sikeresen kotédott transzkripcids faktorok

kozelében mar gyengébben kotddnek.

1. abra

A kromatin szerkezet kialakulasdnak 1épései és a kialakulo szerkezetek méretei. A 2 nm
atmérdjii kettds szl DNS az eddig ismert négy, és tovabbi ismeretlen kondenzéacios
1épéseken keresztiil hozza létre az 1400 nm-es metafazisos kromoszéma szerkezetet.

1.2. A hisztonok kovalens modositasainak szerepe a génregulacios folyamatokban

A nukleoszoma szerkezetet kialakitd sejtmagi hisztonok N-termindlis farki doménjei

kiilonb6z6 kémiai modosulasokon eshetnek at, mint az acetilacid, metilacio, foszforilacio,

ubiquitindcido és SUMO-ilaci6. A kiilonb6zd poszt-transzlacios modositasok hatisara az




eltér6 modositasokat tartalmazd nukleoszomék mas-mas fehérjékkel kapcsolodhatnak ¢€s
tovabbi kovalens moddositasokon eshetnek 4at. A nyolc hiszton fehérjét tartalmazo
nukleoszémaban elméletileg tobb milli6 a farki domének matematikailag lehetséges kovalens
modositasainak kombindcioja, amely akar minden egyes hisztonnak egyedi jelleget képes
kolcsondzni egy eukariota kromoszoman beliil (2. dbra).

A hiszton kod hipotézis alapja, hogy a kiilonbozdképpen moddositott nukleoszoma
variansok masképp viselkedhetnek, mas és mas kromatin szerkezeti feladatokat lathatnak el.
A hiszton kéd miikddését néhany esetben mar sikeriilt megfejteni. A nukleoszomak DNS-hez
valé kapcsolddasat katalizdlo6 Chromatin  Assembly Factor fehérjék csak bizonyos
poziciokban acetilalt hisztonok beépitését tudjak végrehajtani (47). A génaktivacio tobb
esetben hiszton hiperacetilacidval és foszforilacioval jar egyiitt, mig a gének inaktivaciojat
tobb esetben specifikus hiszton metilacid kiséri. A f6 heterokromatikus fehérje a HP1, a
specifikusan metilalt H3-K9 (a H3 hiszton 9. pozicidban 1évé lizinje metilalt) hisztonon
keresztiil kapcsolodik a kromatinhoz, és hozza Iétre az inaktivacidt. A mitdzis soran, a
metafazisban a H3-S10 foszforilacigjara van sziikség a maximalis kondenzaltsagl

kromoszomak létrejottéhez.

2. abra

A hisztonok N-terminalis oldallancainak kovalens moddositasai. A szamok jelzik azon
aminosavak pozicidit, melyek oldallancai modosulhatnak. Piros kor jelzi az acetilalt lizint,
fehér a metilalt arginint, kék a metilalt lizint. Z6ld négyzet jeldli a foszforilalt szerint és
narancs négyzet az ubiqitin modositott lizint.




1.2.1. A hiszton metilacio szerepe

A hisztonok metilacidja elsédlegesen a transzkripcid represszidjat okozza (95). A
metilacio torténhet lizinen és argininen (16). Megfigyelheté mono-, di- és trimetilacio is,
melybdl a trimetilacio irreverzibilis (75). A H3 lizinek metilacidjanak szerepe mar részben
ismert, a heterokromatin kialakitasahoz sziikséges. A metiltranszferazok legnagyobb
csoportjat a SET domént tartalmazo hiszton metiltranszferazok alkotjak, amelyek a H3 4-ik,
9-ik, 27-ik, 36-ik és a H4 20-ik lizinjeit metilaljak. (11, 21, 41, 63, 94). A nem SET domént
tartalmazd lizin metiltranszferazok célpontja a hiszton 3 lizin 79 (21). Az arginin
metiltranszferazok a H4 arginin 3-as és a H3 arginin 2, 17 és 26-os helyeken képesek metil
csoportot elhelyezni (72).

A H3 9. lizinjén foként a heterokromatikus régiokban figyelheté meg metilaci6 (64).
A 9. lizin metildcidja utan a HP1 kromodoménja felismeri a metilacids jelet és kotddésével
a H3 79. lizinjének metilacidja, amely a telomer régiok heterokromatikus formaban tartasaért
felelds.

A hiszton 3 lizin 4 oldallancdnak metildciojara a COMPASS fehérjekomplex
(Complex Proteins Associated with Setl) képes, amely a H3 4. lizinjét képes metilalni az
atirodo gének kornyékét (38, 50). A H3 4. lizinjének metilacidja a telomer kornyéki gének
kikapcsolasaért is felelds (71).

A komplex a hiszton 3 lizin 36 metilaciojat végzi (79). A Set2 tartalmi komplex
el6szor kapcsolodik a foszforilalt RNS polimeraz 11-hoz és csak ezutan torténik meg a H3
lizin 36 metilacidja (39).

Metilacid6 nem csak hisztonokon torténhet, hanem a DNS CpG szigetei is
metilalodhatnak. Ezek a szigetek foként a gének promoter régidiban taldlhatoak, és
metilacidjuk a gének transzkripcidjanak megsziinését eredményezi (45, 49, 66). A
heterokromatinban a CpG szigetek szintén metilalt allapotban vannak (58). A hiszton
metilacio és a DNS metilacié szorosan Osszekapcsolt folyamatok. A feltételezés szerint a
metilalt CpG szigetek a hiszton metiltranszferazok felismerd helyei és igy iranyitjdk a

hisztonok metilaciojat, majd a heterokromatin kialakitasat (53).



1.2.2. Hisztonok foszforilacioja

crer

sejtciklus sordn. A mitdzis folyaman a H1 hiszton foszforilalt forméja, a sejtciklus egyik
fontos regulatora, a cdc2 kinaz szubsztratjava valik (17, 73). A kinazok hidnydban a mit6zis
soran az eukromatikus kromoszoma régiok nyitott allapotban maradnak és nem képesek a
metafazisos kromatin szerkezet kialakitasara.

A H3 10. szerinjének foszforilacidjat végzd JIL-1 kindz eltavolitdsa a kromoszéma
fellazulasat okozza (89). A JIL-1 kindz masik funkcidja, hogy segiti a Drosophila dozis
kompenzaciés komplexeket, igy képes az X kromoszoémas gének kifejezddésének

serkentésére a himekben (27, 43).

1.2.3. Hisztonok SUMO-ilacidja

A hisztonok SUMO modifikacidja az egyik legujabban felfedezett modositas,
érdekessége, hogy a SUMO fehérje dnmagaban 20 kDa méretli. A modifikacio elsddleges
célpontja a H4 N-terminalis farki része. Funkcioja feltételezhetdéen a transzkripcid
represszidja. A modositas a promoter kornyéki régiokon figyelhetd meg. A SUMO fehérje
kapcsolodéasa a H4 hisztonhoz eldsegiti a HDAC1 és HP1 kotodését az adott régiohoz (74).

Tovabbi megfigyelés, hogy a hiszton modositdsban résztvevd komplexek tobbsége

SUMO modositason esik at (86).

1.2.4. Hisztonok ubiquitinacidja

Az ubiquitin a lizin aminosavra képes kapcsolodni. Az egyik ismert ubiquitinacié a
H2A 119. lizinjén torténik. A H2A hisztonok 15 %-a modositott forméaban talalhato a
talalhat6 120. lizin. Ennek eredményeképpen a H2B 1 %-a taldlhaté modositott formaban
(90). Az ubiquitinaci6 feltételezett funkcidja a transzkripcid aktivacioja, mivel a
transzkripciondlisan aktiv gének kornyékén erdteljes H2A és H2B ubiquitinacié figyelhetd
meg (44), tovabba az ubiquitinacids mintazat eltinik, ha a sejtek transzkripcidjat gatoljuk
(20).

Bizonyos esetekben azonban a hiszton ubiquitindcid transzkripciondlisan csendes

tertileteken is megfigyelhetd, mint példaul az egér spermatiddkban (4).



Az ubiquitinacio egyértelmii funkcidja még nem ismert, egyazon helyen modositott
H2A ¢és H2B képes pozitivan és negativan is befolydsolni a transzkripciét a moddositas

genomikus kornyezetétdl fiiggden.

1.2.5. A hiszton acetilacio szerepe

A hisztonok acetilacidja elsdédlegesen a H3 és H4 hiszton N-termindlisan talalhaté
lizin aminosavakon (3. 4bra) figyelheté meg (46). A hisztonok acetilacidjat a hiszton
acetiltranszferdz komplexek végzik. Két csoportjukat ismerjik, az egyes tipusu
acetiltranszferazok a transzkripcid szabalyozasaban vesznek részt (2), mig a kettes tipusuak a
nukleoszéma Osszeszerelddésében jatszanak szerepet (87). A mar mddositott hisztonokrdl az
acetil csoport eltavolitasat a hiszton deacetilaz komplexek végzik (28).

A hisztonok acetilaciés moddositasdnak két f6 ismert szerepe van. A sejtciklus S
fazisdban ¢és a citoplazmaban frissen szintetizalédott szabad H3 ¢és H4 hisztonok
acetilalodnak ¢és képessé valnak masik H3 és H4 hisztonnal 6sszekapcsolddni (87). Az igy
kialakult tetramer mar képes belépni a nukleoszoémaba. Nem sokkal ezutan az acetil
csoportok részben eltlinnek a hisztonokrol. Ezt tdmasztja ald az a tény, hogy ha élesztében a
replikaciéo soran eltavolitjuk az acetil csoportokat a hisztonokrol az élesztd sejtek
elpusztulnak (46).

Az acetilaci6 masik fontos funkcidja a génexpresszid szabdlyozdsa (26).
Megtigyelhetd, hogy az intenziven atir6d6 gének régioja erdteljesen acetilalodik, és sokkal
érzékenyebb a DNaz emésztésre (29).

Az X kromoszomalis gének himekben ¢és ndstényekben eltéré mértéka
transzkripcidjat a H4 16. lizinjének acetilacidja szabalyozza (2). Az emlds ndstényekben ez a
lizin csak gyengén acetilalt, amely az (egyik) X kromoszéma inaktivaciojat okozza (8, 34). A
Drosophila him X kromoszéman a H4 16. lizinjei erdsen acetilaltak, amely hatdsara az ott
talalhaté gének erdsebben fejezddnek ki. Ezt a folyamatot a dozis kompenzacidés komplexek

végzik (2).



1.3. Hiszton acetiltranszferazok

A hiszton acetiltranszferdzoknak (HAT) két nagy csoportja ismert, A és B tipus.
Csoportositasuk alapja az acetiltranszferazok sejten beliili elhelyezkedése (22). Az A tipusu
acetiltranszferaz komplexek a sejtmagban, mig a B tipusuak a citoplazmaban talalhatoak.

A B tipusu hiszton acetiltranszferdzok az ujonnan szintetizalodott szabad hisztonokat
acetilaljak, elosegitve ezzel a fehérjék transzportjat a sejtmagba (67, 77). Példaul a sejtciklus
S fazisaban a szabad H3 és H4 hisztonok acetilalodnak és képessé valnak masik H3 és H4
hisztonnal 6sszekapcsolodni. Az igy kialakult tetramer mar képes belépni a nukleoszoméba.
Nem sokkal ezutan az acetil csoportok részlegesen eltiinnek a hisztonokrol.

Az A tipusi hiszton acetiltranszferdzok a nukleoszomalis hisztonok acetilalasat
végzik, ezéltal a génexpresszid szabalyozasdban vesznek részt (12, 77, 81). Megfigyelhetd,
hogy az intenziven atir6do gének régioja erdteljesen acetilalodik, és sokkal érzékenyebb a
DNaz emésztésre. Ismert tovabba, hogy a Drosophila melanogaster himek és ndstények
kozott az X kromoszoémalis gének transzkripciojanak szabalyozésa a hiszton 4 16. lizinjének

acetilacioja révén valdsul meg, ami a dozis kompenzacid kialakitdsdban jatszik fontos

szerepet (82).
p300/CBP
H2ZA SGRGKQOQGGKARAKAKTRSRR
5 9 13 15
p300/CBP
H2B PEPAKSAPAPKKGSKKAVTEKAQEKKDGERKERK
5 11 12 15 16 20 23 24 27 30
Gen5
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SRC-1 p300/CBP p300/CBP
H3 ARTKQTARKATGGKAPRKQLATEKAARKSATP
4 ] 14 18 23 27
Esal
p300/CBP p300/CBP Hatl MOF
H4 SCRGKGGKGLGKGGAKRHREK
5 8 12 16 20
3. abra

Az egyes hisztonok oldallancain torténd modositasok helyei. Nyilak jelzik az eddig
megismert modositasokban szerepet jatszo hiszton acetiltranszferaz komplexek lizin
acetilacios célpontjait.
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A hiszton acetiltranszferazokat funkciéjuk és homoldgidjuk alapjan 5 nagyobb
csoportba soroljuk (84). A GNAT fehérjecsalad HAT és bromodoméneket (55), a MYST
csalad MYST homoldgia domént tartalmaznak (9). A p300/CBP nagyon hasonl6 a GNAT
szupercsaladhoz, de tartalmaz CREB DNS kotd domént, nuklearis hormon receptor domént
¢s egy, a nem hiszton tipusti fehérjékkel kolcsonhatast biztositd ZZ-TAZ domént (5). A
nukledris receptor koaktivator csalad tagjai szteroid tipust receptorok altal szabdlyozott
utvonalakban kozvetitik a jelet (30, 85), mig a TAF (II) 250 csalad a TFIID komplexben tolt

be acetiltranszferaz funkciot (51).

1.3.1. MYST szupercsalad

A csoportba tartozd acetiltranszferdzok kozos jellemzdje, hogy MYST homologia
domén taldlhaté benniik (9). Tagjai a MOZ, Sas2, Sas3, Tip60, a Drosophila MOF ¢és a
human MORF (4. abra). A Sas2 ¢és Sas3 fehérjék eddig azonositott feladata az ¢€lesztd
parosodasi ciklus (mating type) lokusz transzkripcidjanak csendesitése (65). A Sas2
sziikséges tovabba a telomer régid transzkripciondlisan néma allapotdnak létrehozasahoz. A
Sas3 szubsztratja a H3 hiszton, mig a Sas2 képes acetilalni a H3, H4 és H2A szubsztratokat
is (83). Az Esal acetiltranszferaz a sejtciklus szabalyozasaban t6lt be esszencialis szerepet
(76). Képes acetilalni a H3, H4 és H2A hisztonokat is, de legnagyobb affinitassal a hiszton 4
5. lizinjét (3. abra) (15). A Esal hianyaban a sejtek megrekednek a G2/M fazisok kozotti

atmenetben (15).
MYST homolégia domén
ySas?2 338
ySas3 I 577 77 ] 831
yEsa1 445
dMOF l [c[ VR 1827
hTip60 (e Y7 1513
hMOZ I [Z17] 41T 7 ] 2004
hMORF [ AR ] 1781
hHBO1 | A VA ] 611
4. abra

A MYST homologia domént tartalmazo acetiltranszferaz komplex eddig azonositott tagjai.
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Drosophila melanogaster-ben a MOF fehérje a hiszton 4 16. lizinjének acetilaciodjat
végzi (3. abra) (32). Szerepe a himek és ndstények X kromoszoémas kiilonbségeibdl adodo
génexpresszios valtozasok kiegyenlitése a dozis kompenzacios folyamatok szabélyozasa
révén (33)

A MOZ ¢és MORF fehérjék hianyaban onkogenikus transzformaciok figyelhetok meg,
melyek leukémidhoz vezetnek (9). A fehérjék elsddleges szubsztratjai a H3 és H4 hisztonok
(14). Az egyetlen eddig emlds6kben azonositott MYST acetiltranszferaz a Tip60. Ez a
fehérje volt az elsd bizonyiték az acetiltranszferazok és a transzkripcid aktivacidja kozotti
kapcsolatra. Képes kolcsonhatni a HIV Tat fehérjével és annak DNS koté aktivitasat
nagysagrendekkel ndvelni (31). A szabad H3, H4 ¢és H2A hisztonokat erdteljesen acetilalja,

de a nukleoszémaban talalhato hisztonokat csak nagyon gyengén (35).

1.3.2. GNAT szupercsalad

Az egyik legjobban ismert hiszton acetiltranszferdz csaldd a GNAT szupercsalad,
melynek szamos tagja ismert, mint példaul a GCNS5, (human homologja a PCAF) (13, 80),
Hatl, Elp3, Hpa2 (55) (5. 4dbra). Ezen fehérjék rendszerint Gsszetett protein komplexekben
talalhatok, amelyek felépitésében szamos koaktivator és adapter fehérje is részt vesz.

A Saccharomyces cerevisiae-ben a GCNS hiszton acetiltranszferaz fehérje tobb, sok
alegységes fehérje komplexnek is része (19). Ezek koziil az eddig jellemzett legnagyobb
komplex az 1,8-2 MDa-os SAGA (SPT-ADA-GCNS5-acetyltransferase) komplex, amely 4
kiilonb6z6 fehérjecsalad tagjaibol épiil fel: Az ADA fehérjék, a TBP-vel kolcsonhatdé SPT
csalad tagjai, szdmos TAF fehérje és a TRA 1 protein (23). Egy maésik — az élesztében
azonositott — GCNS5 fehérjét tartalmaz6 hiszton acetiltranszferaz aktivitast mutaté komplex a
0,8 MDa méretli ADA komplex. Sok tekintetben eltér a SAGA komplextdl, ez ugyanis csak
egyetlen fehérjecsalad tagjait tartalmazza, 0sszesen négy fehérje kapcsolatabol alakul ki:
ezek az ADA2 (7), ADA3, GCN5 és az AHCI1 fehérje. Mindkét komplex a H3 hisztonok
acetilaciojat végzi, de kiilonb6zé helyen talalhatd lizint képesek szubsztratként hasznalni
(24). Ezek az eredmények egyértelmiien megvilagitjdk azt a tényt, hogy az élesztében a két
ADA-GCNS tartalmi hiszton acetiltranszferdz komplex kiilonbozd funkciot tolt be.
Emlésokben napjainkig a GCNS5 két izoformajat azonositottak, a GCNS és PCAF fehérjéket
(93). Bar a két fehérje eltérd méretii és kiilonboz6 fehérje faktorokbol felépiild
komplexekben taldlhatd, mégis mindkettd a H3 14. és a H4 8. lizinjének acetildciojat

szabalyozza. (70, 93). A PCAF tartalmii komplexek regulator szerepét a sejtmagi receptor
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jelatvitelben, és a sejtciklus szabalyozasban is igazoltak (37, 62, 92). Képesek acetilalni a
nem hiszton tipust kromatin fehérjéket (HMG17, HMG1) a MyoD, a HIV Tat és a p53
fehérjéket is.

A GNAT csaladba tartoznak még a Hatl, Elp3 és a Hpa2 acetiltranszferazok (55). A
Hatl B tipust acetiltranszferaz, a citoplazmaban talalhato H4-es hisztonokat acetilalja a 12.
lizinen (61). Az Elp3 a sejtmagban taldlhatd, az RNS polimeraz II komplex felépitésében
(59). Az Elp3 képes mind a négy hiszton acetilacidjara (91). A Hpa2 a legujabban felfedezett

acetiltranszferaz, a H3 14. lizinjét képes acetilalni, de funkcidja eddig nem tisztazott (3).

65%, homoldgia
yGCN5 | 777777777 A2 T L o
tGCN5 | 2727777777 1 EEpE
hGCN5 [ 77777777774 | EEE
hPCAF [ V7777777777 | H
HAT bromodomén
5. abra

GCNS tartalmu hiszton acetiltranszferaz komplexek. Minden a csoportba tartozd fehérje
tartalmazza a hiszton acetiltranszferaz domént (HAT) és a bromodomént.

1.4. ADA2 transzKkripcids adapterek

A GNAT komplexekben résztvevd ADA2 fehérjékrdl altalanossdgban elmondhato,
hogy az N-terminalis régioban taldlhaté benniik egy Zn-ujj szerkezetli DNS-koté motivum
(6. abra). Az N-terminalis vég kozelében egy SANT domén helyezkedik el (1, 10). E
struktira mogott harom konzervalt, csak ADA fehérjékre jellemzd szekvencia, az
ugynevezett ADA box talalhato. A C-terminalis vég kozelében egy ATP/GTP-k6t6 domén
helyezkedik el, amely jelzi, hogy e fehérjék energiaigényes folyamatok katalizalasaban
vesznek részt (52).

Az ADA2 adapter fehérjét tartalmazd hiszton acetiltranszferdz komplexek szerepet
jatszanak a magasabb rendi eukariotak transzkripcids szabalyozasaban is. Az Arabidopsis
thaliana-ban két eltérd, viszont egymassal nagy szekvencia homologiat mutaté Ada2 gén
talalhato (48, 78). Hasonloan két Ada2 gén talalhatd szamos magasabbrendii eukaridtaban,

koztiik az egér (88) és az ember genomban is (6).
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SANT ADA-box1 ADA-box2  ADA-box 3

Zz-
S. cerevisiae ADA2 (@ 11 | I 1 11 1 D
D. melanogaster ADA2a | 11 | I 1 11 D)
D. melanogaster ADA2b _| 11 1 ] 11 1 1 | D]
H. sapiens ADA2a [ 1 I I I [1 | D)
H. sapiens ADA2p (@ 11 ] ] 11 1 | | D)

6. abra

Az ADA2 fehérjék homologjai élesztében, ecetmuslicaban €s emberben. A fehérjék N-
terminalis régiojaban talalhatok a DNS kotd cink finger és SANT domének. A C-terminalis
régiok tartalmazzak az ADA fehérjékre jellemzd, maés fehérjékkel kolcsonhatast biztositd
ADA-box régidkat.

Csoportunk korabbi eredményei igazoltak, hogy a Drosophila melanogaster genomja
szintén két egymassal homologiat mutatdé ADA2 fehérjét kodold gént tartalmaz. Az ADA2a
¢s ADA2D fehérjék homologiajat a 7. dbra mutatja.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 |

ada2a nsfnnpvdnvdedaadlqfpkveplgpqvkrfihahqnehtrnsnvlynphtlhryleeneektrdqnsSvpsAtKDANRCALCRcs1bEpyTkCsECIDELL CLOCF srGKEAT sHRHHHAYiIvRDH-
adaZb He TIAdLftkynCEHCqDDIAIRYHCAECENFDLCLOCFARGAEiGAHqHMHS YOf HdEgt.
CONSBMNEUS  sasssssassssstssessssssssasetosssssststsestsssstassssssssssassssnsss nstiaalkdanrCanCrddiqeir!hCaECe#fdLCLOCFaaGaEagaHrHHHaYqinrdn,
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I |
ada?a --IOVFADEphHTARDERiLLkE1REHGYGHHEAYSOALDARKEPAEVYRRhYTHOCYFgGIfERLL ————-| H1kHARDsywpERnpywf kMRsLDPpRHDDIASKOf rLsAGYRCAREDFDLpYDESAESL
ada?b  =ilsVFrgkGAHTAREEiRLLDATeOyGFGHHEAISkhIELk-sAeDAkeE YvHkF vHGt TgRAt ut paqsORpr LiDHTGDDAGPLGENAL stLpplEInSDE-AHOLGYwpnROsFEREYDPLAEOL

C ++iq¥FadegaHTAR#ErrLLdairghGZGHHE ! Sqaikqr, eaatarreTh#ckfnGiieRal, . ... nqrharddhtg#rdagplgnraldplrhd #Ia5d#. a¥qabfrcaRddF #reYDpsAEqL
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 |
ada2a 1S5imvdhrgrdddnEASESEFEREVEEELOLg1YRAYHNRLRERGRRykIHROHgL IHpH=RtveHiskyvHAf gedAschRF1GFROICPDpikFDALLESL RyyRELhsqlHkL YdLRERGYRE 1sgA
adaZb I§=========——o| Hi515sEDLEYDvnLkLAHYdiYLRRLRERARRKRnvRDylLYsHf fRHRNYANONG1LKEOReFRORFRvYAOf ytcH-EYERLLg5L eREKELRIRASEL YRyRyNGLLKIAEC
Consensus iS...c.evvaeee #aSeSee#rEYdeelglah¥ratnrRLRERaRRkrinR #hql ! mnn . EnrnvwagqqghakeqrafrdRFregXalicpdn.e®$rLLeSLrrerELrirghel YrlRenGlrkiaea
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |
ada2a KlYarlskEROqAOrDysrlkOTDAFDWOOLvqHYEsHrsgdPgplATHsK1yvnNTRRKASPIEIGGGKhEHC1EPTEYNF s1ipDLpgySK1ddGERKL csvAR1vPDsyl Dyknql YL EOAKL Gyl
ada2b EHF-—---| EqhAALALH---Rs TgpTgHekt L -HCiINA---PHNErsHGsIRAC1TegphAyl0wkssARKLF 1ALP TLEs————— OkGRHvKRRRGKf KfHRTkkHAPhRRpOLLRRIIADOKLLG
Consensus  khi,.... Erqaflqadh, ,.rqTda%dhqqll,HceiHa, ,.PnneailgkirqenTrrkaapi#igggaaklhcalPTeen, ... #lgrnsKrrrGerklnrtarhaPqrelDlleril a$0allG, .
521 530 540 550 656
1 1
ada2a rladarrlikidvnktrqiydfllehghisrppsyg
adaZb
CONSENSUS  sassssssssssssssssasssssssssssnsssss
r
7. abra

Az ADA2a és ADA2b fehérjék homoldgidja. A piros szin jeloli a teljes egyezést, a kék a
homolog aminosavak jelenlétét.

Az Ada2a gén helyzetét a 90F9, mig az Ada2b gént a 84F5 citologiai régidoban
azonositottuk. Elesztd kettés hibrid segitségével kimutattuk, hogy mind az ADA2a, mind az
ADA2b képes a Drosophila GCN5 fehérjével kolcsonhatast kialakitani, amely bizonyitja,
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hogy a Drosophila ADA?2 fehérjék hiszton acetiltranszferaz komplexek felépitésében vesznek
részt. A kolcsonhatast immunprecipitacios kisérletben is sikertiilt igazolnunk.

Az ADA2a fehérje egy 0,8-1 MDa, mig az ADA2b egy megkdzelitéleg 2 MDa
molekula tomegli komplex tagja. Adatainkbol és a Jerry Workmann laborjabdl szdrmazo
adatok alapjan bizonyithatd, hogy a két komplex felépitésében — a GCN5S és ADA3
fehérjéket kivéve — eltérd fehérjék vesznek részt. Az ADA2b tartalmi komplexek az élesztd
SAGA komplexéhez mutatnak nagy hasonldsagot, ezért a nevik dSAGA. Az ADA2a
tartalmi komplexek viszont az éleszt6 ADA komplexeivel kozel megegyezd méretet
mutatnak, elnevezésiik ATAC (Ada Two A containing Complex) (25).

Az ADA2a fehérje esszencialis szerepét mutatja, hogy az Ada2a gén eltavolitasaval
létrehozott mutdns allatok az L3 larva stadium végén és a P4 bab allapot k6zotti idészakban
megrekednek a fejlédésben. A mutdns allatok 10 nappal késébb babozodnak a vad tipusu
allatokhoz képest és nem képesek sem a spirdkulum kitiirésére, sem normalis alaka bab
létrehozasara. Legujabb adataink alapjan feltételezziik, hogy a fehérje a H4 hisztonok
acetilaciojat végzi és az ekdizon altal szabalyozott jelatvitelben van fontos szerepe.

A dolgozatomban elsddlegesen az Ada2b gén szerkezetével és a rola képz6do
fehérjék funkcidjaval foglalkozom, az ADA2a fehérje altal szabalyozott folyamatok

ismertetésére csak néhany esetben térek ki.
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2. Célkituzések

rendelkezésre adat, kisérletiink célja volt a Drosophila Ada2b gén promoter
régioiban taldlhatdé P-elem Ujra mobilizalasa, ¢és tokéletlen kivagodas

eredményeképpen Ada2b delécids mutans allélek eldallitasa.

2. Kovetkezd célunk volt a mutansok segitségével meghatarozni azokat a hiszton
tipusu ¢és egyéb fehérjéket, amelyek acetilaciojat az ADA2b tartalmii komplexek

végzik.
3. Végiil a mutansok analizise sordn megfigyelt valtozasokbol az ADA2b tartalmu

komplexek altal szabalyozott gének €s biokémiai utvonalak azonositasat szerettiik

volna elvégezni.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Klasszikus genetikai médszerek

3.1.1. Deléciés mutansok létrehozasa P-elem tjra mobilizalas utjan

1. wiw ; +/+ ; EP(3)3412/ EP(3412) ® W'ly; +/+ ; TM3SbP(42-3) / Df(3R)C7

2.wly ; +/+ ; EP(3)3412 / TM3SbP(42-3) ® wiw ; +/+ ; TM3Sh / TM6Hu

_

3.w; +/+; P(kivag) / TM3Sb vagy TM6HuU ® w ; +/+ ; TM3 Sb/ TM6Hu

o

4, wiw ; +/+ ; P(kivag) / TM3Sh  ® wly ; +/+ ; P(kivag) / TM3Sh

Az 1. keresztezésben a P elemet tartalmaz6 homozigota torzset egy transzpozaz forrast
P(A42-3) hordoz6 térzshoz kereszteztiik, hogy a P-elemet mobilizaljuk. A P(A2-3) transzpozaz
forras lehetové teszi a transzpozaznak mind a szomatikus, mind az ivarsejtekben torténd
kifejez6dést. A P-elemben talalhatdo egy miniwhite marker gén, amely white null mutans
hattéren narancs szemszint okoz.

A 2. keresztezésben torténik a P-elem kiugrasa. A klaszterek elkeriilésére minden
keresztezésbol csak egy fehér szemii utdédot hasznaltunk.

A 4. 1épés a kapott fehér szemii legyek torzsbe allitdsat szolgalja, mikozben vizsgaltuk
azt, hogy a P-elem kivagodasa kovetkeztében keletkezett-e a 3. kromoszoman letalis mutacio.

A TM3 balanszerrel szemben a kapott letalis vonalak stabil torzsként fenntarthatok.
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3.1.2. A P-elem mobilizalasabdl kapott vonalak letalis fazisanak meghatarozasa
3.1.2.1. Embrionalis letalitas vizsgalat

42 . , .. , . e
b%2.es szam muténs torzset hasznaltuk. A mutacidnal

A vizsgalathoz az Ada2
meghatarozott szamu petébodl szamoltuk a kikeld larvak szamat. Minden keresztezésbdl 3
parhuzamos kisérletet végeztiink, és az eredményeket Osszegeztiik. Megvizsgaltuk a ki nem
kelt peték sterilitdsat. A ki nem kelt petéket Hoyer’s: tejsav 1:1 aranyt keverékét hasznalva
targylemezre preparaltuk, majd 65 °C-on inkubaltuk 1 o6ran at. A kezelés hatasara attetszévé

valt embridkat faziskontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk. A szamitdsoknal a steril peték szamat

levontuk az 0sszes, €s a ki nem kelt peték szamabol is.

3.1.2.2. Larvalis letalitas vizsgalata

A vizsgalathoz az Ada2b®*

-es szamu mutans tOrzset hasznaltuk, és a mutaciét TMo6c
balanszerrel tartottuk fenn.

A kisérletben fiolaban petéztettiink és szamoltuk a babokat. Mivel a Th (rovid tomzsi
bab) dominans markert hordoz6 balanszert hasznaltuk, igy kdnnyen megkiilonboztethetéek
voltak a mutans homozigota €s a heterozigota balanszeres allatok.

A keresztezésekben az utdodok 1/3-a lesz homozigdta mutans, mig a 2/3-a heterozigdta

balanszeres. Ha a mutans allél nem okoz larvalis letalitast, akkor az utddok kozott 1:2

aranyban lesznek Th™ és Th™ legyek.
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3.1.3. Az Ada2a’® és Ada2b®* kettés mutansok létrehozasa

A keresztezés sémaja:

1. Ada2a®/TM6cThHU ® Ada2b®? | TM6cThHuU

/

2. Ada2a®®/ Ada2b®+? ® TM3Sh/TM6Hu

e

Ada2a®®® Ada2b®?/TM3Sb v. TM6HU  Ada2a*®®/TM3Sb v. TM6Hu Ada2b®?/TM3Sh .
TM6Hu

3. ? genotipust him/TM3Sb v. TM6Hu @  Ada2b®*3/TM6cTbHu
4. ?genotipusi him/TM3Sbv. TM6HU ®  Ada2a’®/TM6cTbHu

l

Ada2a'® Ada2b®?/TM6cThHuU

A 2. keresztezésben torténik a rekombinécio, ezért fontos hogy az Ada2a'® Ada2b®*
genotipust 1égy ndstény legyen.

A 2. keresztezés utddai kozott fenotipus alapjan még nem tudjuk eldonteni az
utddokrol, melyik genotipus kategoridba tartoznak, ezért van sziikség a 3. és 4. 1épésekre.
Ezekben a keresztezésekben torténik sziirés a kettds mutansokra. Mindkét mutacid
homozigéta formaban letalis, tehat ha valamelyik mutacié homozigota formaba kertil, az utod
elpusztul. A 3. és 4. keresztezésben ugyanaz a him szerepel, ha egyik keresztezésben sem
jelenik meg a balanszer kromoszémat nem hordozd utdd, akkor sikeriilt a két mutéciot

(Ada2a™ Ada2b®*?) egy kromoszomara rekombinalni.

3.1.4. Osivarsejt transzplanticié

Az Osivarsejt transzplanticid elvégzéséhez a P-elem mutagenezisbdl 1étrejott

Ada2b®?/TM6Hu mutans allélt kereszteztiik ugyanezen mutansok CxD balanszeres torzseivel.
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Az 6sivarsejt befogadd szervezetnek OvoD1/+ (K1237 dominans ndstény steril) petéket
hasznaltunk, a sziiloket petéztetd taptalajra helyeztiik, majd 1 6ran keresztiil 25°C-on
petéztettiik. A 2-2,5 6rés, blasztoderma allapotban 1évo petéket lemostuk a taptalaj feliiletérol,
majd 1 percig hypo oldatba helyeztiik, és kétszer atmostuk PBS oldattal. Az igy kapott
petékrdl eltavolitottuk a mosd oldatot, fekete agar kockdkra helyeztiik Oket, és a sorba
rendezett petéket ragasztot tartalmazé feddlemezre helyeztiik, 12 percig szaritottuk, majd
fluorokarbon olajat rétegeztiink a feliiletiikre.

A donor embridkbol kivett Osivarsejteket 3-4 gazda embridba juttattuk, a gazda
embriokat taptalajra helyeztiik és a Petri csészéket paradus tiszta oxigént tartalmazé dobozba
helyeztiik 48 orara.

A kifejlett egyedek koziil kivalogattuk a ndstényeket, majd mindegyiket egyedi
partenyészetben w''® himekkel kereszteztiik. A kikelt utédokon vizsgaltuk az egyes markerek
megjelenését. A vart kategoriak:  Ada2b®%/CxD  Ada2b®3/TM6Hu  CxD/TM6Hu
Ada2b®?/Ada2b®*?. Ha mind a négy kategéria megjelenik, akkor a vizsgalt fehérjénknek nincs

szerepe az embriondlis fejlodésben.

Petéztet6 taptalaj:
90 g agar
1 1 mélnaszdrp
6 g Nipagin M
100 g gliikoz

3 liter desztillalt viz

3.1.5. Testi sejt mozaik analizis

A szomatikus mozaik foltok létrehozaséhoz Ada2b®?/CxD néstényeket mwh-
Ki®/TM3ShSer himekkel kereszteztink. Az utdédokat rontgensugarzassal kezeltik. A
besugarzasra 15 Gy (10 Gy/s) nagysagu dozist hasznaltunk 72-98 6ras larvakon. A kezelés
befejeztével a larvakat taptalajra helyeztiik. A kikelt Ada2b®*?/mwhKi® néstényekbél kutikula
preparatumot készitettlink. A preparatum elkészitéséhez el6szor 10 M NaOH oldatban f6ztiik
a legyeket, mig halvany barna szinlivé valt az oldat. Ezutan a NaOH oldatot eltavolitottuk a
mintankrol, és forrd vizet rétegeztiink a felszinére. Egy masik kémcsé segitségével enyhe
nyomast mértiink a mintara, vigyazva, hogy a kémcs6é ne mozduljon el kézben. A vizet
leszivtuk, majd Gjabb adag forrd vizet rétegeztiink a mintara. A kapott folyadékot atontottiik

kis Petri csészére, majd a vizet eltavolitottuk a mintank felszinérdl. A visszamarad6 kutikuldra
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Faure oldatot mértiink, majd a kutikula preparatumokat targylemezre helyeztiik két sorba
(minden sorba 4 legyet). A targylemezen 1évé mintdkat eligazitottuk és 2-3 napig szaradni
hagytuk. Faure oldattal bekent fedélemezzel lefedtiik és 5 napig lesulyozva taroltuk. Az igy
kapott mintakat koromlakkal lezartuk és fénymikroszkoppal értékeltiik.

Faure oldat
30 ml glicerol
30 g gumi arabicum
50 g chloral hydrate
50 ml desztillalt viz

3.1.6. Nyalmirigy oriaskromoszoma preparalas

1. oldat: 28 ul 10 % NP-40
50 ul 10 X PBS
428 pl desztillalt H,O

2. oldat: 100 ul NP-40
50 ul 10 X PBS
50 pl 37 %-os paraformaldehid
300 pl desztillalt H,O

3. oldat: 225 ul 100 %-os ecetsav
225 ul desztillalt HO
50 pl 37 %-o0s paraformaldehid

4. oldat: 450 pl 100 %-os ecetsav
550 pl desztillalt H,O

37 %-os paraformaldehid
0,185 g paraformaldehid (SIGMA)
7 ul 1 M NaOH
500 pl desztillalt H,O
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A szovetek fixdlasahoz hasznalt paraformaldehid oldatot minden alkalommal frissen
készitettiilk és maximum 3 6rdn keresztiil hasznaltuk. Az elkészitett oldatot 3-5 percig
forraltuk, és lehiilés utan mértiik a 2. és 3. oldatokba.

Az L3 vandorlo stddiumban 1évo élesztés taptalajon novesztett larvakat 30 ul 1-es
oldatban boncoltuk. A kiboncolt nyalmirigyet 30 ul 2. oldatba helyeztiik, 40 masodpercig
inkubéltuk, majd 40 mésodpercre 30 pl 3. oldatban taroltuk. A végsd 1épésnél 50 pl 4. oldatot
helyeztiink targylemezre (SUPERFROST) és a nyalmirigyeket 1 percig allni hagytuk az
oldatban. Az id6 lejarta utan szilikonizalt fedélemezzel 6vatosan lefedtiik, korzé mozgast
végeztiink a fedélemezzel, majd erételjes nyomassal szétnyomtuk a preparatumot.

A feddlemez eltavolitasdhoz eldszor folyékony nitrogénbe helyeztilk a mintat, majd
szike segitségével lepattintottuk a fed6lemezt. A mintankat felolvadasig PBST (PBS + 0,1%
TWEEN20) oldatban taroltuk.

Az ellenanyag festés elsd 1épéseként a mintakat PBST + 5 % Foetal calf serum oldatba
helyeztiik, és 1 6ran keresztiil 25 °C-on inkubaltuk. Ezutan a blokkolé oldatot eltavolitottuk és
az elsédleges ellenanyagot tartalmazo 100 pul PBST + 5 % Foetal calf serum oldatba helyeztiik
¢jszakdra 4 °C-ra. Masnap a mintainkat haromszor 5 percig PBST oldatban mostuk, majd
500X higitott Alexa festékhez kapcsolt masodlagos ellenanyagot helyeztiink a mintékra és 1
oran keresztiil 25 °C-on sotétben inkubaltuk. A tovabbiakban ismét 3 alkalommal PBST
oldatban mostuk, ¢s az elsé mos6 oldatba 10000X higitott DAPI festéket helyeztiink. A moso
oldat eltavolitdsa utan a mintdkat 10 pl Fluoromount oldattal fedtik le és feddlemezt

helyeztiink ra.

3.1.7. Apoptozis festés (akridin orange)

A mutans allatokat PBS oldatban felboncoltuk és a vizsgalni kivant szoveteket 1,6
pug/ml akridin orange oldatba helyeztiik 5 percre. Ezutan PBS oldattal haromszor mostuk a
szoveteket, majd targylemezre helyeztik, ¢és feddlemezzel fedtiik le. Végiil a kész
preparatumot nedves kamrdba tettiik és fluoreszcens konfokalis mikroszkép alatt

megvizsgaltuk.
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3.1.8. Larvalis szovetek immunfestése

PBST
PBS + 0,1 % TWEEN20

PBSTF
100 ul 10 X PBS
120 pl 37 %-os paraformaldehid
780 pl desztillalt H,O

PBST-FCS
100 ul 10 X PBS
100 pl Foetal Calf Serum
1 ul TWEEN20
780 pl desztillalt H,O

A larvékat 100 pl PBS oldatban felboncoltuk, majd 20 percre PBSTF oldatba helyeztiik. A
fixalo eltavolitasahoz 100 pl-es PCR cs6ben 10 percig forgatva haromszor mostuk PBS
oldattal. Ezutan a mintdkat 20 percig permeabilizaltuk PBS + 0,3 % TWEEN20 oldatban. A
szoveteket 30 percig blokkoltuk 100 pl PBST-FCS, majd az elsédleges ellenanyagot
tartalmazo 50 pul PBST-FCS oldatban forgatva 10-12 o6raig 4 °C-on taroltuk a mintat. Az
ellenanyag eltavolitasara hatszor 100 pul PBST oldattal 5 percig mostuk, majd hozzaadtuk az
500X higitott Alexa555 masodlagos ellenanyagot, és 2 oran keresztiil sdtétben inkubaltuk. A
mintakat négy alkalommal PBST oldattal 10 percig mostuk, majd targylemezre helyeztiik ¢s
lefedtiik.
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3.1.9. Szempigment mérés

A szempigment mérésben hasznalt allatok genotipusa:
P[w'™ GAL4-ninaE.GMR]12 (BL1104),
P[gmr-GAL4])/+ ; +/P[UAS-P53.Ex]3(BL8418),
P[gmr-GAL4] /+ ; Ada2b®*?*/P[UAS-P53.Ex],
+/+; Ada2b®*/+,

Minden egyes genotipust allatbol 5 darab kifejlett allat fejét 500 pl 0,1 %-os ammonium-
hidroxid oldatban feloldottuk, majd 500 pl kloroformot mértiink rd. A mintat 6sszekevertiik,
majd az oldatbol 400 pl-nyi mennyiséget atmértiink egy j Eppendorf csdbe és 600 pl vizet
mértiink rd. A mintankat Gjra 6sszekevertiik, majd 485 nm-en spektrofotométer segitségével

megmeértiik.

3.1.10. Szarnyklén mozaikok létrehozasa

Loss of heterozygocity (LOH) kisérletben a recessziv multiple wing hairs (mwh)
fenotipus megjelenését vizsgaltuk rontgen sugdrzas hatdsara. A besugarazott larvak
genotipusa: mwh p53/TM6C kontroll, mwh p53/Ada2b®?2. Vandorlo L3 stadiumu larvakat 2,5
Gy doézisu rontgen sugarzassal kezeltiink (150 kV, 0.5-mm Al filter, 10 Gy/perc). Minden
genetikai variaciobol 15 allatot hasznaltunk a kisérletekben és az egyes eseteket legalabb két

alkalommal megismételtiik.

3.1.11. Transzgenikus Drosophila torzsek létrehozasa

A transzgenikus 4llatok létrehozdsdhoz az injektalt konstrukcidkat Qiagen midiprep
kittel allitottuk eld a protokoll 1épéseit kovetve. Az injektalni kivant plazmid DNS-t prA2-3
segéd plazmiddal egylitt injektaltuk, ugy hogy a P-elem plazmid végkoncentracidja 1000
ug/ml és a segéd plazmid végkoncentracidja 500 pg/ml injektald pufferben volt feloldva. Az
injektalashoz a blasztoderma allapota gazda allatokat eldszor Clorox oldattal dekorionizaltuk,
rovid ideig szaritottuk, lefedtiik halokarbon olajjal, majd a DNS-t a mikrokapillaris
segitségével az embriokba juttattuk. Az injektalt allatokat 2 nap mulva standard nipaginos

taptalajra helyeztiik.

24



3.1.12. S2 sejtkultura transzfekcio

Az ADA2D fehérjék izoformadit tartalmazo plazmidok ellendrzésére Schneider 2 (S2)
Drosophila sejtkulturat transzfektaltunk CaCl,-os médszerrel. A transzfekciot 3 cm atmérdji
Petri csészében végeztiik, amelyekben a kiindulasi sejtszam 3 x 10° db sejt/ml volt. Az S2
sejtek tapoldata: gyari Schneider médium (Sigma) + 10 % Foetal calf serum (FCS) oldat + 1
% antibiotikum (ampicillin + sztreptomicin). A sejteket 24 °C-on ndvesztettiik.

A transzfekcio eldtt harom oraval lecseréltiik a sejteken a taptalajt. A transzfektalni kivant

DNS-t 6sszekevertiik 2,5 M CaCl, oldattal. (1. tablazat)

Minta Transzfektalt |  DNS (ul) 25M Toncserélt | Végtérfogat
DNS (pg) CaCl, (nl) | viz (n)) (n)
Ketel-GFP 3 5,2 25 219,8 250
pPUASP-Ada2bL.g- 5 1,8 25 2232 250
EGFP
pPUASP-Ada2bSg- 5 1,8 25 2232 250
EGFP

1. tablazat: Az ADA2b fehérje izoformait tartalmaz6 plazmidokkal transzfektalt S2 sejtekben
felhasznalt DNS mennyisége

A mintdkat lassan kevertetve hozzacsepegtettiink 250 ul HEPES oldatot, majd 20 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az igy kapott 500 ul DNS oldatot a sejtekre csepegtettiik. 12
ora elteltével 2 x 3 ml gyari Schneider médiummal mostuk a sejteket, majd 3 ml tapoldatot
mértiink rajuk. A sejteket még 24 6raig novesztettiik 24 °C-on.

A sejteket centrifugaltuk 2000 rpm-en 5 percig, majd a felsé fazist eltavolitottuk. Ezek
utan a sejteket felszuszpendaltuk 100 pl 1 X PBS-ben, és 3,7 % formaldehiddel 5 percig
fixaltuk Oket 2000 rpm-en 5 perces centrifugalds kozben. A felsd fazis leszivasa utdn a
sejteket felszuszpendaltuk 100 pul 1 X PBS-ben. A fixalt mintakbol 30-30 pl-t tdrgylemezre

helyeztiink, és ezeket konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk.
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3.2. Molekularis biologiai modszerek

3.2.1. P-elem mobilizalasabol kapott mutiansok analizise

3.2.1.1. Kromoszomalis DNS izolalas

30 darab L3 stadiumu larvat Eppendorf csdbe helyeztiink, majd 200 ul A pufferben
homogenizaltuk. Amikor homogén szuszpenziova valt, tovabbi 200 ul A puffert mértiink
hozza, ezutan 30 percig 65 °C-on inkubaltuk. Az id6 lejarta utdn 800 pl LiCl/KAc keveréket
adtunk hozzd és 10 percig jégen inkubaltuk. Eppendorf centrifugaban 13000 rpm-mel 15
percig centrifugaltuk, majd a felso tiszta fazisbol 1 ml-t pipettaztunk egy uj Eppendorf csdbe,
¢s a feliiluszot vittiik tovabb. A fels6 homogén fazishoz hozzaadtunk 600 pl izopropanolt,
Osszekevertiik (vortex), majd Gjabb 15 perc centrifugalas kovetkezett 13000 rpm fordulaton.
A feliiluszot eltavolitottuk, a csapadékot mostuk 1 ml 70 %-os etanollal, majd beszaritottuk.

Végiil 150 pl vizben oldtuk a csapadékként visszamaradt DNS-t.

A puffer
100 mM Tris-HCI pH 7,5
100 mM EDTA
100 mM NacCl
0.5 % SDS

LiClI/KAc
1 rész 5 M KAc: 2,5 rész 6 M LiCl

3.2.1.2. PCR analizis
A reakciokhoz 18-30 bp hosszusagh 55 °C kapcsolasi hémérsékleten miikodo
primereket hasznaltunk. A denaturaciot 30 masodpercig 94 °C-on végeztiik. A hibridizacié 55

°C-on 30 masodpercig, mig a polimerizacio 72 °C-on 1 percig tartott. 35 ciklust hajtottunk

végre. A reakcio 50 ul-es végtérfogatban tortént. A reakcio elegy Osszetétele 2,5 pl 10 X
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koncentracioju Taq PCR puffer, 2 ul 25 mM MgCl,, 2,5 pl 2,5 mM dNTP, 1-1 pul 5 uM
primer, 1 pl Taq DNS polimeraz (Fermentas), 1 pl templat DNS.

3.2.2. Western analizisek

A fehérje preparatumok készitéséhez egy 1,5 ml-es Eppendorf csében 10 db larvat
vagy adult ndstényt 100 ul minta pufferben (0,125 M Tris-HCl pH 6,8 4 % SDS, 20 %
glicerin, 5 % 2-merkapto-etanol, 0,005 % bromfenolkék) 5 percig forraltunk,
homogenizaltunk, majd jboli 5 perc forralas utan lecentrifugalva (2 perc 12000 rpm) a tiszta
oldatot 0j cs6be vittiik. Az igy elkészitett mintakat —70 °C-on taroltuk.

Az SDS-PAGE-hez X-cell mini-cell (NOVEX) futtato- ¢és blottolo-egységet
hasznaltunk. A fehérje mintdk futtatdsat, Coomassie-festését, és a blottolast a gyartok altal
ajanlott modon végeztik. A blottolashoz Hybond-P PVDF membrant (Amersham)
hasznaltunk.

A mintakbol 2-2 ul-t megfuttatva Coomassie-festéssel ellendriztiikk az egyes mintak
fehérje mennyiségét. Sziikség esetén korrigaltuk a Western kisérletekhez hasznalt minta
térfogatokat, hogy az egyes mintak azonos mennyiségii fehérjét tartalmazzanak.

Az egyes mintakbol altaldban 10-10 pl-t (1db L3 larvanak vagy adultnak megfeleld
mennyiség) szeparaltunk SDS-PAGE-sel 10 %-os gélben, majd a fehérjéket PVDF
membranra vittiik at.

A membrant ezutan desztillalt vizzel mostuk 1 percig, majd blokkoltuk 5 % sovany
tejport tartalmaz6 TBST oldatban (10 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween-20 )
30 percig 37 °C-on. Az ellenanyagot higitottuk 5 % tejpor-TBST oldatban, és ebben
inkubaltuk a membrant éjszakan keresztiil 4 °C-on. Ezutan haromszor oblitettiik, egyszer 15
percig, majd kétszer 5 percig TBST-vel szobahdémérsékleten mostuk. A membrant
szobahOmérsékleten 1 oOran keresztiil szintén 5 % tejpor-TBST oldatban 20000-szeresére
higitott, peroxiddzzal kapcsolt masodlagos ellenanyaggal (DAKO) inkubaltuk. Haromszor
oblitettiik, egyszer 15 percig és haromszor 5 percig TBST oldatban mostuk. A membrant
SuperSignal kemilumineszcens szubsztrat (PIERCE) oldatban inkubaltuk 10 percig a jel
lathatova tétele céljabol, majd zsugorfolidba csomagolva, autoradiografalé kazettaban rontgen

filmet helyeztiink ra.
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3.2.3. PCR alapu Reverz Transzkripcio

Drosophila larvakbdl teljes RNS izolalashoz Qiagen RNeasy kitet hasznaltunk a
javasolt protokoll szerint. A c¢DNS atirdshoz random hexamert és Mu-MLV reverz
transzkriptazt (Sigma) hasznaltunk, majd az igy kapott cDNS 1 pl-ét hasznaltuk templatnak a
PCR reakciokban.

3.2.4. Ada2b menekito transzgén létrehozasa

A teljes Ada2b gént tartalmazd plazmid konstrukcioét harom, egymassal atfed6 PCR
termékbdl allitottuk eld. Mindhdrom DNS szakaszt eldszor pTZ57R/T (Fermentas) plazmidba
épitettiik be. Az 5° szakaszt ADA2bgene és ADA2bgenel primerparral hoztuk 1étre és BgIII
restrikcios hasitasi helyet tartalmazott. A kozépsé fragmentumot ADA2bRI és ADA2bBHI
primer parokkal hoztuk létre és BglIl és Ncol egyedi restrikciés enzim felismerd helyet
tartalmazott. A gén 3’ végét tartalmazd szakaszt pedig a DNSpol5'R és ADA2b3'F primer
parokkal amplifikaltuk és Ncol egyedi felismerd helyet tartalmazott. Az egyes DNS darabokat
az elobb emlitett enzimekkel pKS plazmidban (Fermentas) hoztuk létre, majd pCaSpeR4

vektorba klonoztuk KpnlI és Notl enzimek segitségével.

3.2.5. ADA2D fehérje izoformainak GFP jelolése

A mar korabban létrehozott pKS-Ada2b menekitd konstrukcioban elsdé 1épésben az
eltérést mutatd 3’ szakaszokat cseréltiik ki. Ehhez az egyedi 3’ szakaszokat PCR segitségével
hoztuk létre, az Ada2b' esetében Ada2bNcol és Ada2b3’LBamHI primerparral, mig az
Ada2b® esetében Ada2bNcol és Ada2b3’SBamHI primerekkel. Ezeket a szakaszokat az
eredeti Ada2b konstrukcioba Ncol és BamHI enzimekkel épitettiik be. Az igy kapott Ada2b'
és Ada2b” plazmidokba az EGFP kodolé szekvenciajat pEGFPN3 plazmidbol BamHI és Notl
restrikcios emésztésekkel épitettik 4t. Végiil az Ada2b'-EGFP és Ada2b>-EGFP kodold
szakaszokat pPUASP vektorba helyezziik Kpnl és Notl hasitasokkal. A pPUASP biztositja a

transzlaciés terminacids szignalt, a poliadenilaciot és lehetdvé teszi a fehérjék tultermelését is.

3.2.6. Ada2b®” DNS microarray

A specifikus ADA2b fehérj¢k altal szabalyozott gének azonositasahoz DNS

microarray kisérletet végeztink. Els lépésben a vad tipusi w'''® kontroll és Ada2b®*
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homozigoéta allatokat szinkronizaltunk. Fehér bab stadiumban 1évo allatokat gytjtottiink, majd
nedves kamraban 25 °C-on taroltuk 10 oran keresztiil, végiil folyékony nitrogénbe helyeztiik a
mintakat. Minden Eppendorf cs6 20-20 allatot tartalmazott és ezekbdl Qiagen RNeasy kittel a
gyar javaslatait kovetve RNS mintat izolaltunk. Az RNS mintdkat Christelle Thimbaud
(IGBMC) strassbourg-i Affymetrix laborjaba kiildtiik. A minta ellendrzését €és a fluoreszcens
jelolést ott végezték az Affymetrix labor protokolljat kovetve. A hibridizacid soran
Drosophilal chipet hasznaltunk GeneChip Fluidics Station 400 hibridizal6 kamréban az
EukGE WS2v4 protokollt kovetve. A jel detektalasahoz Scanner GeneArray 2500 d’Agilent
Technologies scannert hasznaltunk 3 um-es jelfelbontast alkalmazva.

Az adatok kiértékelésénél a kapott szigndl intenzitds 0sszehasonlitasdhoz a t-tesztet
alkalmaztuk, majd az expresszidban tényleges valtozast mutatd gének koziil kivalasztottuk a

kétszeres expresszids valtozast mutatd gének csoportjait.

3.2.7. Real time PCR

A Real time PCR kisérletekhez az RNS mintdkat 10 db L3 stadiumu spirdkulum
kitlirédésre szinkronizalt larvakbol izolaltuk Qiagen RNeasy kittel. A cDNS szintézis¢hez 1
pg RNS-t irtunk at TagMan reverz transzkriptaz reagenssel (ABI). Az egyes gének
expresszidjanak szintjét qRT-PCR segitségével hataroztuk meg ABI Prism 7500 tipust gépen.
A 18S RNS kontroll és a reaper kisérletekben TagMan probat hasznaltunk a reakciokban, mig
a tobbi esetben SybrGreen detekcids festéket alkalmaztunk.

A Kkisérleteket 30 pl végtérfogatban végeztiik, legalabb harom alkalommal ismételtiik,
kisérletenként két parhuzamos reakciot alkalmazva.

Az eredmények matematikai értékelését AACt formulaval végeztiik.
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4. Kisérleti eredmények

4.1. Ada2b deléciés mutans allélok eldallitasa és a deléciok molekularis jellemzése

1kb
84F5 —
DNApol-iota Adalb EPQR)3412 CGI636
‘_
Y
I s = Ada2t!
mE = = Ada2b
{300 bp ) Ada2p™

pCuSpeRd-AdaZl?

6. abra

Az Ada2b gén kromoszomalis kornyezete. Az abra mutatja a gén szerkezetét, és a génekrol
képz6do alternativ mRNS formdkat. A hdromszog jeloli a delécid 1étrehozéasara hasznalt
EP(3)3412 P-elem helyzetét. Az Ada2b®? delécio méretét és elhelyezkedését a zarojel
mutatja. A pCaSpeR4-Ada2b® (késébb P(Ada2b®)a menekitd transzgént tartalmazd genomi
DNS-t abrazolja.

Az ADA2b fehérjéket tartalmazd komplexek altal szabalyozott folyamatok
fehérje hianyaban kialakuld fenotipusbol kovetkeztetni a szabdlyozott Utvonalakra. A gén
szerkezetének megismeréséhez a csoportunk altal publikalt (52) és a FLYBASE internetes
adatbazisban talalhato adatokat hasznaltuk.

Az Ada2b citologiai helyzete a 3. kromoszoma jobb karjanak a 84F5 citologiai
sdvjaba tehetd. A kozvetlen kozelében talalhato két masik gén, a CG9636 azonositoval jelolt
ismeretlen funkcidju gén és a DNSpol-iota, amelyrél DNS polimeraz aktivitassal rendelkezd
fehérje szintetizalodik. Az Ada2b 4 exonbdl épiil fel (6. abra), 3394 bp-os genomikus
szakaszon helyezkedik el, és a génrdl képz6dé6 mRNS-ekrdl feltételezhetéen egy 418
aminosav hosszusagt, 45 kDa méretli és egy 555 aminosavbol felépiild, 62 kDa nagysagu
fehérje képzddhet.

A FLYBASE adatbazisaban talaltunk egy P-elem beékelédést EP(3)3412 az Ada2b
régioban elhelyezkeddé P-elem nem okozza az allatok ¢letképességének csokkenését. A

molekularis vizsgalatok kimutattak, hogy nem gatolja az Ada2b gén kifejez6dését sem. A P-
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elemet transzpozaz forras P(A2-3) segitségével mobilizaltuk. A P-clem kiugrasara a P-
elemben talalhatdé miniwhite szelekcios marker gén altal létrehozott narancs szemszin
elvesztése alapjan szelektaltunk. A narancs szemszin elvesztéséhez tObbféle esemény is
vezethet. Egyrészt a P-elem kivagodhat, masrészt eldfordulhat, hogy a P-elemen beliil a
miniwhite génben keletkezik delécid, de a P-inszercio a helyén marad. A P-elem kivagodasa
lehet tokéletes vagy tokéletlen. A tokéletes kivagddas eredményeként a beépiilés helyén
visszaall a vad tipusnak megfelel6 nukleotid sorrend, mig a tokéletlen kivagddas soran
altalaban deléciok keletkeznek a P-elem inszercio helyének kornyezetében. Az Ada2b gén
hib4ja varhatdan letalis fenotipust eredményez, ezért a gént eltavolitod delécios alléleket a P-
elem vesztés kovetkeztében 1étrejovo letalis vonalak kozott kerestiik.

A kisérletben 650 egyedi fehér szemii vonal koziil 265 volt letalis. Ezeket az Ada2b
régiot eltavolitd delécios torzzsel (Df(SBR)CAL) sziirtiik. A delécio teriiletére es6 9 db letalis
vonalat egymadssal keresztezve, a mutansainkat komplementacios csoportokba soroltuk. Ily
modon két egymast komplementald csoportot talaltunk. Annak eldontésére, hogy melyik
komplementacios csoportba tartozod allélek felelnek meg az Ada2b gént érinté delécioknak,
tovabbi molekularis szintli vizsgalatokat végeztiink mindkét csoport tagjaival. Az 1.
csoportbol a 10, 52, 272, 520, 725, 842 alléleket, mig a 2. csoportbol a 152, 711 és 730
alléleket hasznaltuk a tovabbi kisérletekben.

A mutacio tényleges méretének kideritésére molekularis vizsgéalatokat végeztiink. PCR
primerpar 470 bp-os, az Ada2b 1236 bp-os, mig a CG9636 649 bp-os fragment
felsokszorozodasat teszi lehetové vad tipusu genomikus DNS templaton.

A PCR reakciok soran a 10, 272, 520, 725 és 842 allélokban az Ada2b gént érintd
primerparral nem kaptunk terméket, mig a DNSpol-iota és CG9636 génekben talalhatd
primerpar terméke detektalhato volt. Ez azt jelenti, hogy az Ada2b génben talalhatd primerpar
egyik, vagy mindkét tagjdnak megfeleld szekvencia hidnyzik a delécids mutdnsban. Az
Ada2b®? allélban sem a DNSpol-iota, sem az Ada2b primerpar terméke nem volt detektalhato,
csak a CG9636 génben taldlhatd primerek segitségével kaptuk meg a vart méretli terméket. A
Ada2b™? Ada2b™ és Ada2b™® azonositoju allélek csak a CG9636 szekvencigjaban
tartalmaznak deléciot, mivel a DNSpol-iota ¢s az Ada2b primerpar segitségével kapott termék
detektalhatd, mig a CG9636 primerpar terméke nem. A 7. dbran az Ada2b’®, Ada2b™° és

Ada2b®? t5rzson végzett PCR kisérletek eredményét mutatom be.
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7. abra

Az Ada2b delécios alléleken végzett PCR analizis eredményei.

Az abra A része mutatja a felhasznalt primerparok elhelyezkedését és a képzddd termékek
méretét.

A B abrarészletben az Ada2b delécios allélokon végzett PCR reakcio lathato az Adaz2b,
CG9636 és DNSpol-iota primerparokkal. A 725. és 842. jelzési mintakban hianyzik az
ADA2b génre specifikus PCR termék, mig a 760. mintaban a CG9636 PCR termék.

Az abra C részében az Ada2b génben az Ada2bgene (1926 bp) primerparral végzett PCR
eredményei lathatébak. A 272. allélban 1000 bp, mig a 842. mutansban 500 bp az Ada2b
génben létrejott delécid mérete.

Az Ada2b mutansokon tovabbi PCR analizissel megprobaltuk a delécio kiterjedésének
pontos meghatarozasat. A reakcioban a dADA2bR és dADA2bgene primerpart hasznaltuk,
melyek vad tipusu allatok genomikus DNS-én, 1926 bp-os méretii termék 1étrehozasat teszik
lehetévé. Ha deléciod talalhato a région beliil a két primer kozott, akkor a két primer kozelebb
keriil egymashoz, és az igy keletkezd, vad tipustndl rovidebb termék mar detektalhatd. Ezen
fragment mérete és a primerek eredeti tavolsdganak kiilonbsége adja a ténylegesen eltavolitott
genomikus szakasz méretét. Az Ada2b?"*-es allélban 750 bp, mig az Ada2b®**-es allélban egy

1500 bp méreti fragmentum megjelenését figyeltik meg. Az eredménybdl arra
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kévetkeztettiink, hogy az Ada2b®’ allélban egy megkdzelitbleg 1000 bp, mig az Ada2b®?-es
allélban egy 500 bp-os delécio keletkezett.

A mutans allélek egy részében az ADA2b fehérje jelenlétét Western kisérletekben is
vizsgaltuk. A kisérlet soran Ada2b®?, Ada2b™? és Ada2b®® szamii mutinsokban tudtunk
ADA2b fehérjét detektalni. Bar a PCR kisérletek soran az Ada2b™® szamu allélt a CG9636
gén mutansanak azonositottuk, ennek ellenére nem sikeriilt az ADA2b fehérje jelenlétének

kimutatdsa. Ennek az egyik magyarazata lehet, hogy a létrejott delécié mar eltavolitotta az

crer

4.2. Az Ada2b** mutansok letalis fazisa

A metamorfozis kezdetén jellegzetes, ekdizon szabalyozéas alatt allo valtozasok
indulnak el a vad tipusu szovetekben. A babozddas iddszakdban az addig folyamatosan
0szt6do sejtekbdl 4llo imagd korongok elkezdenek kitlirddni. Ez a véltozas a 1ab és fej imago
korongokon a legszembetiinbbb. A larvalis szovetek a metamorfozis soran hisztolizis
kovetkeztében elpusztulnak.

A vad tipusban a babozodast kovetd koriilbeliil. 1 o6rds iddszakot fehér elébab
(prepupa) allapotnak hivjuk (P1). Ebben a fejlodési szakaszban nyeri el a kutikula a
jellegzetes barnas szinét. Ezutan a barna elébab allapot (P2) kovetkezik. A babozodas utan. 3
oraval egy gz buborék jelenik meg az allatok testében (P3), ami 12 oraval a babozodas utan
kitiriil az allat posterior végén a kutikula és a fejlodd elébab epidermisze kozotti térbe (P4).
Kozvetleniil ezutan kovetkezik be a fej kitlirddése, és a labak meghosszabbodasa (P5). Ez a
viszonylag gyors esemény felel meg az eldbab-bab atalakulasnak. Ezutdn, a bab allapotban
mar egyértelmiien felismerhetdk a kifejlett legyekre jellemzé testtdjak, a fej, a labak és a
szarnyak elérik végsé méretiiket.

Az Ada2b mutansok fenotipusara jellemz6, hogy az allatok fejlodése a bab allapot P5-
0s fejlédési allapotaban megreked. A labaik a vad tipustol eltérden nem nyulnak megfeleléen
hosszura. A fej kialakuldsaban is abnormalitéds torténik, ugyanis a fej és a szem mérete is joval
kisebb a normalisndl. Az esetek 85 %-ban a homozigdta mutinsok ebben az allapotban
pusztulnak el. Fiolanként 8-10 bab képes ezen az allapoton tovabb jutni és egy tigynevezett
farat adult (a bab allapot P12 stadiuma) allapotban pusztulnak el. Ezeken az éllatokon is az
el6zéekben emlitett abnormalitasok figyelheték meg. Az Ada2b mutacidé hatasara kialakuld

fenotipust a 8. dbra mutatja be. Az ADA2b fehérje hianya a bab allapotot megel6zd
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stadiumokban nem okoz egyedfejlodési problémaékat, mivel nem tapasztaltunk sem embrio,
sem larvalis letalitast az elvégzett kisérletekben. Ennek magyarazata lehet, hogy a korabbi
allapotokban nincs sziikség az ADA2b fehérjére, vagy az anyai hatasu fehérjetermék hatasa a
bab allapotig képes kikiiszobolni a zigdtikus géntermék hianyat.

A homozigéota Ada2b®? mutaciét tartalmazo allatokban megfigyelhetd tovabba, hogy
lemaradnak a fejlédésben TM6¢ balanszert hordoz6 heterozigota tarsaikhoz képest. A Pl
allapot eléréséhez sziikséges fejlédési id6 1 nappal hosszabb és a P1-P5 kozotti 12 6ras
fejlédési idejiik is megnyulik 1,5-2 ordval.
hianyos allatok menekithetéek és a kikelt allatok fertilisek. gy a P5-6s bab allapotban
tapasztalhat6 letalitas oka az ADA2b hianya.

8. abra
Az Ada2b®? homozigéta mutans legyek fenotipusa. A kép bal oldalan egy vad tipusu bab
lathat6, mig a jobb oldalon az Ada2b®? mutans. A mutans allatok a bab allapot P5
stadiumaban megrekednek a fejlodésben. A képen a farat adult allapotot elérd allatok
fenotipusa lathatd. Megfigyelhetd a csokevényes lab, és szarnyak, tovabbd a fej kisebb
mérete.

4.3. Osivarsejt transzplantacié

A letélis fazis vizsgalata sordn felvetddott a kérdés, hogy az ADA2 fehérjék csak a bab
allapot bizonyos szakaszaiban tOltenek be funkcidt, vagy a babozddast megel6zo
szakaszokban az anyatol 6rokolt géntermék menekiteni képes a zigotikus géntermék hianyat.

A kérdés megvalaszolasara Osivarsejt transzplantacids kisérletet végeztiink, amelyben
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csiravonal mozaikokat hoztunk létre olyan ndstények ivarvonaldban, amelyek nem képesek
Osivarsejt képzésre. A transzplantacid soran képzodott Ada2b®*? homozigéta kiméra
nbstények nem voltak képesek a peteképzésre, amelybdl megallapitottuk, hogy az ADA2b
fehérjék jelenléte sziikséges a pete képzOodéséhez. Feltételezhetden az anya altal bepakolt
ADAZ2b fehérje elegendd mennyiségben van jelen a korai egyedfejlodés szakaszaiban és ez a
fehérje mennyiség képes menekiteni az allatokat a bab allapot elejéig. Eredményeinket a 2.

tablazat mutatja.

genotipus kimérak szama
Ada2b/CxD 5
Ada2b/TM6 8
CxD/TM6 3
Ada2b/Ada2b 0

2. tablazat
Az 6sivarsejt transzplantaciobol kapott genotipus kategoridk és a kikelt kimérak szama.

4.4. Az ADA2b (ADA2b', ADA2b?) izoformainak azonositisa

A FLYBASE adatbazisban talalt illetve sajat adataink alapjan azt feltételeztiik, hogy
az Ada2b génrdl alternativ splicing soran két mRNS képzddik (6. abra). A két képz6d6 mRNS
forma 5° végi régidja teljesen megegyezik. Eltéréseket a 3. és 4. exon méretében
tapasztalhatunk, a hosszabb 3. exont tartalmazza a rovidebb mRNS. A korabbi kisérleteinkben
mar igazoltuk a rovidebb mRNS képzddését és a 3. exon kornyékére tervezett primerrel
szerettiik volna azonositani a hosszabb mRNS forma jelenlétét is. Az RT-PCR reakcio soran a
két fajta mRNS képzddését a Drosophila minden egyes fejlodési allapotaban kimutattuk (9.

abra).

E L B A
Ada2b?
R
- - uly
Ada2b'
PREPpp—— < = s s=== pL47 kontroll

9. dbra
Az Ada2b génrdl termel6dd két mRNS kimutatasa. Mindkét mRNS varians jelen van az E-
embrionalis, L-larvalis, B-bab, és A-kifejlett allatoknak megfeleld egyedfejlodési stadiumban.
A hosszabb harmadik exont az ADA2b* (révidebb izoforma) tartalmazza, ezért nagyobb a
termék
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A két mRNS varidns jelenléte az 0sszes fejlodési allapotban feltételezi, hogy réluk
fehérjék irddnak at. Ezt a feltételezést tamasztja ald, hogy Western analizisben az ADA2b
fehérje N-terminalis régidja ellen termeltetett ellenanyag két fehérjét ismer fel. A kisebb
méretli 44 kDa, mig a nagyobb molekula tomege 62 kDa. A két fehérje szovetekben és sejten
beliili funkcidinak vizsgalatara elkészitettiik a két fehérje zold fluoreszcens fehérjével jelolt
valtozatait. A létrehozott konstrukciok milkddésének vizsgalatdit Drosophila S2
szovetkultaraban vizsgaltuk. A transzfekciot kdvetden a fehérjék termelddését és sejten beliili
elhelyezkedését konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk (10. bra). Az ADA2b*EGFP fehérje
esetében a sejtmagnak megfeleld régiokban detektaltunk fluoreszcens jelet. Ezzel szemben az
ADA2b'-EGFP fehérje citoplazmatikus lokalizaciot mutatott. Bar csak kevés fluoreszcens
sejtet talaltunk — mivel a konstrukciok elég nagyméretiiek, igy a transzfekcio alacsony
hatékonysaggal miikodott — de a kisérlet tobbszori ismétlése sordn végig ugyanezt az
eredményt kaptuk. A eltérd sejten beliili elhelyezkedése eldrevetiti azt a feltevést, hogy a két

ADAZ2b fehérje izoforma eltérd folyamatok szabalyozasaban jatszik szerepet.

Féziskontraszt EGFP Egyesités

10. abra
Az EGFP jelolt ADA2b fehérjék elhelyezkedése Schneider sejten beliil. Az ADA2b' foként
citoplazmatikus, mig az ADA2b” sejtmagi lokalizaciot mutat.

Az Ada2b-EGFP ¢és Ada2b’-EGFP fuzidés géneket tartalmazo Drosophila
transzformalasra alkalmas pPUASP P-elem vektorokat pmA2-3 helper plazmiddal egytitt
Drosophila embrioba injektaltuk, igy a vizsgalni kivant ADA2b fehérjéket konstitutivan
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expresszalo transzgenikus Drosophila torzseket hoztunk 1étre. Az injektalast az Ada2b kodold
régigjat eltavolito (Ada2b®*?) mutans embriokon végeztiik, mivel ezekben az allatokban az
endogén ADA2b fehérjék nem talalhatéak meg. Igy az Ada2b' vagy Ada2b? transzgének

visszajuttatasaval vizsgalhatjuk az altaluk szabalyozott folyamatokat.

100 - EEm Pharate adult
1 Adult
80 -
60 -
40
20 -
0 .
Ada2b842 Ada2b842 Ada2b842 Ada2b842
P(Ada2b?) P(Adazbl) P(Ada2b?) P(Ada2bl)

11. abra

Az Ada2b842 mutansok 10%-a éri el a farat adult allapotot(1. oszlop). Az ADA2b' hataséra a
babok elérték a farat adult allapotot és az allatok 62 %-a kikelt (2-3 oszlop). Az ADA2b’
szintén menekitette a mutéaciot farat adult allapotig, de az allatoknak csak 2 szazaléka volt
képes kikelni(4-5. oszlop). Az ADA2b' és ADA2b” transzgént egyszerre tartalmazo allatok
kozel 100 szazaléka kikelt (6-7. oszlop).

Az ADA2b'-EGFP és ADA2b>-EGFP konstrukciokat tartalmazé allatok segitségével
megallapitottuk, hogy mindkét transzgén képes volt az Ada2b hianyos allatok menekitésére,
de eltérd hatékonysaggal. Az ADA2b' esetében a transzgént tartalmazé valamennyi bab elérte
a farat adult allapotot és az allatok 62 %-a kikelt. Az életben maradt allatok fertilisek, stabil
vonalként fenntarthatbak. Az ADA2b”> rovid izoforma szintén nagy hatékonysaggal
menekitette a homozigota Ada2b®? mutans babokat farat adult allapotig, de csak 2 szazalékuk
volt képes kikelni. A kikelt allatok mind néstények voltak és 2 nap utan elpusztultak. Tovabba
a kikelt allatok sterilek, petefészkeik csokevényesek és a petekamrak megrekednek a peteérés
9. stadiumaban. Az Ada2b® és Ada2b® transzgént egyszerre tartalmazd Ada2b®? mutans

allatok kozel 100 szazaléka kikel, amely alapjan feltételezhetd, hogy a két fehérje egyidejii
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jelenléte sziikséges a normalis egyedfejlodés lejatszodasahoz. Tovabba a két fehérje eltérd
menekitésének lehetséges oka, hogy az ADA2b' és ADA2b> eltérd folyamatok
szabalyozasaban vesznek részt, amelyek csak részben, vagy egyaltalan nem fednek at
egymassal. Eredményeinket a 11. abra szemlélteti.

A létrehozott transzgenikus allatokban Western analizissel is szerettiik volna igazolni a
termelédé fuzios fehérjék jelenlétét. Ezért az ADA2b'-EGFP és ADA2b>-EGFP fehérjéket
termeld torzsek larvaibol fehérje prepardtumot készitettiink, melybdl 2 larvanak megfeleld
mennyiséget hasznaltunk a Western kisérlethez. A Western analizist ADA2b fehérje ellen
termeltetett poliklondlis ellenanyag felhasznaldsaval végeztiik el. A kisérlet soran sikeriilt
detektalni a vart mérettartomanyban a fuzios fehérjéket.

A 12. abréan lathatok a kiilonb6z6 transzgenikus térzsekben az ADA2b fehérje elleni
poliklonalis ellenanyaggal detektalt fehérjék. A vad tipusu allatok tartalmazzak mindkét
izoforménak megfeleld ADA2b fehérjét (44 kDa és 62 kDa), mig az Ada2b®? deléciot
tartalmazo allatokban ezek a fehérje termékek hianyoznak. Az Ada2b'-EGFP transzgént
hordozé torzsben alacsony mennyiségben jelen van az ADA2b'-EGFP fuziés fehérje,
amelynek a mérete hozzavetSleg 92 kDa (ADA2b' fehérje 62 kDa + EGFP fehérje 30 kDa).
Ebben a torzsben a 62 kDa-os mérettartomanyban is detektdltunk egy fehérjét, amely
feltételezhetden az EGFP nélkiilli ADA2b' fehérjének felelhet meg. Az ADA2b'-EGFP
transzgént AktinSc-GAL4 driver segitségével taltermeld torzsben a vart eredménynek
megfelelen t6bb ADA2b'-EGFP fizids protein van jelen. Tovabba az EGFP nélkiili ADA2Db'
fehérje nem detektalhaté. Elméletileg az Ada2b'-EGFP transzgénrél nem csak az ADA2b'-
EGFP tud képz8dni, hanem alternativ mRNS érés soran az EGFP tag nélkiili ADA2b” fehérje
is, de a fehérjének megfeleld 44 kDa-os mérettartomdnyban nem detektaltunk fehérjét.
Feltételezésiink szerint az Ada2b’ mRNS nem tartalmazza a poli-adenilacids szignal
szekvenciat, igy a képz6dd RNS instabil és gyorsan lebomlik.

Az Ada2b*EGFP transzgént hordozé torzsben detektalhato az ADA2b’-EGFP
jelenléte a 74 kDa-os mérettartomanyban (ADA2b” fehérje 44 kDa + EGFP fehérje30 kDa).
Az ADA2b*-EGFP fehérjét tultermelé torzsekben nem detektaltunk az ADA2b' fehérjének
megfeleld jelet.

Az 0sszes mintaban detektaltunk egy 34 kDa méretli fehérjét, ami valoszintileg az

ellenanyag altal felismert, de nem specifikus fehérje jelenlétének az eredménye.
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12. abra

Az EGFP jelolt ADA2b fehérjék termelddése a létrehozott transzgenikus Drosophila
torzsekben. Az Ada2b®? delécioja eltavolitja mindkét ADA2b fehérjét (44 kDa és 62 kDa).
Az ADA2b'-EGFP az 1. savban lathat6, mig a 2. savban tltermelés utan (92 kDa). Az
ADA2b* a 3. savban és tultermelés utan a 4. savban lathato (74 kDa). Az EGFP fehérje
mérete 30 kDa.

4.5. Az ADA2b', ADA2Db’ fehérjék szerepe a H3 K9 és K14 acetilaciéjaban

Az ADA2b fehérjék acetiltranszferdz aktivitdssal rendelkezé komplexek tagjai. A
komplexekrdl mar régota ismert, hogy specifikusan képesek acetilalni a hisztonok N-
terminalis oldallancain talalhato lizineket. Elesztdbdl szarmazo adatok utaltak arra, hogy a
GCNS tartalmi komplexek a hiszton 3-as szubsztratokat acetilaljak nagy affinitassal a 9. és
14. lizin aminosavnal.

A Drosophila ADA2b tartalmu komplexekrdl eddig nem azonositottdk mely hiszton
oldallanc lizinjeit képes acetilalni. Ezért H3 és H4 specifikus helyein acetilalt hisztonokat
felismer6 ellenanyagokkal nyalmirigy orids kromoszoéman vizsgéaltuk a fehérjék hianyaban
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kialakult acetilacids valtozasokat. Az Ada2 mutacié hatasara a hiszton 3 9. és 14.

39




lizinjének acetilacidjaban figyelhetd meg erdteljes csokkenés, mig a H4 hisztonok
acetilaltsagi szintje nem valtozik. Szdmos esetben bebizonyosodott, hogy a 9. és 14. lizin
acetilacioja a transzkripcionalisan aktiv gének promoter régidiban figyelheté meg. Igy
feltételezhetden az ADA2b hianyaban kialakul6 acetilacios csokkenés szdmos gén expresszid
csokkenését okozhatja. A specifikus gének kifejez6désének vizsgalatara real time PCR
kisérleteket végeztiink, amely eredményeinek ismertetésére a 4.7 résztdl keriil sor.

Mint az elébbiekben lattuk sikeriilt azonositanunk ADA2b tartalmi komplexek
acetilacios célpontjait. A kovetkezé kérdésink az volt, hogy az ADA2b' és ADA2b’
rendelkezik-e elkiiloniilt funkcioval az acetilacid szabalyozasdban. Az ADA2b két
izoformajanak vizsgalata sorn a citoplazmas lokalizaciot mutatd6 ADA2b' hianyaban a H3 9.
¢s 14. lizinjének acetilacidja az ADA2b*? mutansban tapasztalt szintli csokkenést mutat. A
sejtmagi lokalizaciot mutat6 ADA2b” hiinyaban viszont nem torténik valtozas az
acetilacioban egyik altalunk vizsgalt ellenanyaggal sem.

Szdmos tovabbi hiszton 3 és hiszton 4 N-termindlis oldallancan talalhato lizin
acetilaciojat is vizsgaltuk, de nem sikeriilt valtozast észlelniink az acetilacios szintjiikben. gy
az ADA2b tartalmi komplexek célpontjai a H3 9. és 14. lizin. Az ADA2b két izoforméja
koziil a citoplazmaban taldlhato6 ADA2b' az, amely a H3 K9 és H3 Kl4 altalanos
acetilaciojaért felelds (13. dbra).

A polimeraz II és a H3 K9 és K14 acetilalt formajat felismerd ellenanyaggal kapott
festddési mintazatokat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a polimeraz és az acetilacios
festddés eltéré helyeken figyelheté meg a kromoszomakon. A polimeraz elsédlegesen a
lazabb kromatin szerkezettel rendelkezd interband régiokban helyezkedett el, ami bizonyitéka,
hogy itt folyik erdteljesebb transzkripcid. Ugyanez az erds polimerdz kotddés volt
megfigyelhetd a kromoszoman az ekdizon hatéséra kialakuld puffok kornyékén is, amelyekrol

tudott, hogy ezek transzkripcionalisan aktivak.
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Az Ada2b®? muticié, ADA2b' és Ada2b’ hatdsa a hisztonok lizin oldalldncainak
acetilaciojara. Az Ada2b®? mutacio hatasara a H3 9. és 14. lizinjének acetilacids szintje
lecsokken (2. oszlop). Ezért az acetilacid csokkenésért az ADA2b' felelds (4. oszlop), mivel
P(Ada2b') transzgénnel menekitett Ada2b®? allatokban az acetilacios szint csokkenés
visszaall a kontroll allatoknak megfeleld szintre. A P(Ada2b?) jelenléte nem allitja vissza a
H3 9. és 14. lizin acetilaciojat (3. oszlop).

Az acetilacio ezzel ellentétben foként a citologiai band régidiban azonositottuk.Ezek a
kromoszoma régiok tomorebbek és joval tobb DNS-t €s hiszton fehérjét tartalmaznak, igy az
ellenanyagunk is gyakrabban kotddott e régiokba. Feltételezhetben az altalunk a band
régiokban azonositott erdteljes acetilacios jel a kromoszoémanak altalanos acetilacios szintje és
a transzkripci6 szabalyozasdban nem vesz részt. A hisztonok altalanos acetilacioja viszont a
citoplazmaban torténik roviddel a szintézislik utan, igy eredményeink eldrevetithetik, hogy a
citoplazméaban talalhat6 ADA2b' tartalmi komplexek végzik a hisztonok 4ltalanos
acetilaciojat. Az acetilalt hisztonok viszont a kromatin szerkezetbe épiilés utan részlegesen

megorzik az acetilacios szintjliket, és ezt latjuk az altalunk hasznalt ellenanyagokkal.
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4.6. Az ADA2D fehérjék sejtciklus szabalyozasaban betoltott szerepe

4.6.1. Sejtautonom funkcio vizsgalata

A GCNS tartalmti komplexek sejtciklus szabalyozasdban betdltott szerepe az utodbbi
idészak intenziven kutatott témaja. ElesztSben a szabalyozé funkciéjukat a G1-S atmenetben
azonositottak, de a regulacioban betoltott szerepiik még nem tisztdzott. A GCN5S magasabb
rendii eukariotdk sejtciklusaban betoltott funkcidja nem ismeretes. A Drosophila-ban — mint
magasabb rendii eukariota modellszervezetben — egy adott mutacié sejtautoném funkcidjanak
vizsgélatara alkalmas rendszer a testi sejt mozaikok eldallitisa rontgen besugarzassal.
Rontgen sugarzds hatdsara kettdés szali kromoszéma torések jonnek létre és mitdtikus
rekombinacio keletkezhet. Igy létrejohetnek olyan mozaik foltok, amelyek homozigota
formaban tartalmazzak az Ada2b®? mutacionkat.

Az Ada2b®*?/mvhKi® heterozgiota larvakban generalt mozaikfoltok analizise kimutatta,

hogy a keletkezé Ada2b®*

mutans mozaikok megjelenésének gyakorisaga megegyezik a
kontroll allatokon talalhaté mozaikfoltok gyakorisagéval. Eltérést a diploid szoveteket
létrehoz6d imaginalis diszkuszokbdl kialakul6d testtdjakon taldlhaté mozaikfoltok méretében

tapasztaltunk. Az Ada2b®*?

mutacid jelenlétében 1étrejott homozigota foltok mérete jelentdsen
kisebb volt a kontroll kisérletben hasznalt allatokéhoz képest (3. tablazat), amely bizonyitja az
ADAZ2b fehérje sejtciklus szabalyozasaban betoltott szerepét.

A kapott eredmények alapjan allithatjuk, hogy az ADA2b fehérje sejtautondém modon
szerepet jatszik a sejtosztodasban. A homozigota mutdns mozaik foltok méretének csokkenése
arra utal, hogy ezekben a sejtekben egy teljes sejtciklus tobb idot igényel a kontroll sejtekhez
képest. Masik fontos megfigyelés, hogy a csokkent méretii homozigdta foltokat csak az

imagokorongokbol kialakuld testtajakon taldlunk, amely bizonyitja, hogy a mit6zishoz

sziikséges az ADA2b fehérjék jelenléte.
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- Imaginalis diszkuszokbdl kialakulé testtdjak Abdomen
02 Fej notum labak szarnyél
< | Klén [ méret nagy | klén| méret |nagy|klon| méret |nagy|klon| méret |nagy | klon | méret | nagy
Kontroll | 90 | 9 [2.7+1| 4 13 | 52438 | 16 | 21 | 8.4+84 | 45 8 |24.8+14| 46 | 79 |2.8+2| &
Ada2b |48 | 3 1+0 1 10 | 14406 | 3 10 | 22419 | 6 5 |22+0.8 | 3 | 44 [2.6x2| 7
¥’ teszt Nincs eltérés Nincs eltérés Nincs eltérés Nincs eltérés Nincs eltérés
T teszt >95% >99% >95% >99% Nincs eltérés

3. tablazat:

A keletkezé testi sejt mozaikok adatai testtajakra bontva. A x* teszt megmutatja, hogy a
keletkez6 mozaikfoltok gyakorisdgaban nincs eltérés a kontroll allatokon keletkezd
mozaikfoltok gyakorisdgdhoz képest. A t proba a keletkez6 mutans mozaikfoltok méretét
hasonlitja 5ssze a kontroll allatokon keletkezett mozaikfoltok méretével, melyben az Ada2b®*
mutacidja esetén méretcsokkenés tapasztalhato.

4.6.2. Az Ada2b** mutacié hatdsa a mitozisra

A ¢l6z6 fejezetben lattuk, hogy az Ada2b hianya mitétikus problémakat okoz az imagod
korongokbodl kialakuld testtajakon. Feltételezésiink szerint a mozaikfoltok méret
csokkenésének oka, hogy az ADA2b fehérjék hidnydban a sejteknek tobb id6 kell egy
mitotikus ciklus lejatszédasahoz.

b%? mutansok imagd korongjaiban a sejtciklus M

Elsé 1épésben vizsgaltuk az Ada2
fazisaban talalhato sejtek szdmat. A homozigota mutacidt hordozé allatok imdgdkorongjait
hiszton 3 szerin 10-es foszforilaciot felismerd ellenanyaggal festettiik, mivel a sejtciklus M

fazisaban 1évé sejtekben a kromoszoma kondenzalt allapotban talalhatdo, ami a H3 10.

szerinjének foszforilacidja segitségével alakul ki.

witie Ada2b®4?

14. abra
A mitozisban M fazisaban 1év8 sejtek szdma magasabb az Ada2b®? homozigdta mutaciot

hordozo allatokban (jobb oldali kép), mint a vad tipusu allatokban tapasztalt imagd
korongokban (bal oldali kép).
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Az Ada2b®” mutacio hatdsara az allatok diszkuszaiban megemelkedik a mitozis M
fazisaban 1évo sejtek szama a kontroll allatokban tapasztalt szinthez képest. Ennek egyik oka
lehet, hogy a sejtekben tobb id6 sziikséges egy teljes sejtciklus lejatszodasahoz. Igy egy sejt
tobb 1dot tolt a sejtciklus egyes 1épéseiben és ezért tapasztalhatdo a M fazist sejtek szamanak
megemelkedése (14. abra).

A sejtciklus M féazisaban torténik a sziszter kromatiddk szétvalasa. A kromatidak
szétvalasahoz sziikséges a mitdtikus orso €s a mikrotubulus fonalakbdl kialakul6é huzéfonalak
Osszeszerelddése. A mikrotubulusokon torténd mozgés egyik azonositott faktora a Map205
génrol képzodo fehérje. Bar a fehérje hidnya nem okozza a sejtek haldlat, hidnyaban a
kialakulé mikrotubulus fonal instabilla valik.

A Map205 gént Ada2b®*? mutansokon végzett microarray kisérletben azonositottuk (az
eredményeket a 4.9 fejezetben targyalom) és megallapitottuk, hogy expresszidja csokken az
ADA2b hianyaban. A kapott eredmények megerdsitésére Real Time PCR segitségével
megvizsgaltuk ADA2b fehérjék hianyaban a Map205 gén kifejez6dését. Az Ada2b®*? mutacio
jelenlétében a Map205 expresszoja joval alacsonyabb, mint a kontroll 4llatokban ¢és az
ADA2b’ fehérje hianya is hasonlo valtozast eredményez. Ha visszajuttatjuk az ADA2b’
fehérjét, de az ADA2b' fehérje nincs jelen, akkor a Map205 kifejezédése a kontroll allatokban

tapasztalt szint kozelébe all vissza.

1 4

01 1 T

0,01 -

0,001 -
0,0001 ~

(logaritmus)

0,00001 -
0,000001 - ’L‘ ’_T_‘
0,0000001
Adaz2b Adaz2b Adaz2b
P(Ada2b2) P(Ada2bl)

expresszi6 valtozas

15. abra

A mitotikus orsé kialakitasaban szerepet jatszd Map205 gén expresszidja az Ada2b®?
homozigdta mutansokban erdteljes csokkenést mutat, de ez a csdkkenés az ADA2b* fehérjét
tartalmazd P(Ada2b®) transzgénnel visszaallithato a vad tipusthoz kozeli szintre. A
P(Ada2b") transzgén nem befolyasolja a Map205 kifejezédését.
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Ez az eredmény bizonyitja, hogy az ADA2b” fehérje felelés a Map205 gén specifikus
aktivaciojaért, mig az 4ltaldnos acetilaciot végzé ADA2b' nem vesz részt a gén
szabalyozasaban (15. abra). Igy bizonyithat6, hogy az ADA2b fehérjék nem csak az altalanos
acetilacios folyamatok szabalyozasaért felelések, hanem az egyes gének transzkripcidjanak

aktivalasaban is sziikséges a jelenlétiik.

4.7. Az ADA2D fehérjék szerepe a DmpS3 altal szabalyozott apoptotikus
utvonalban

Szamos ¢élesztd rendszerekbdl szarmaz6 adat és mas laborokbol publikalt, foként
biokémiai adat utalt arra, hogy a p53 segitségével végbemend programozott sejthalél
szabalyozasaban szerepiik van az ADA2b fehérjéket tartalmaz6 komplexeknek is. Az altalunk
1étrehozott Ada2b®? mutaciokat hordozo allatok alkalmasak voltak arra, hogy azonositsuk az
ADA2b fehérjéket tartalmazd komplexek szerepét in vivo a p53 altal szabalyozott

utvonalakban.

4.7.1. Rontgen sugarzas indukalta apoptozis

A p53 éltal aktivalodo apoptotikus Gtvonal vizsgélatara a meglévé mutansainkat nagy
dozisu rontgen sugdrzasnak tettiik ki és vizsgaltuk az apoptdzisban elpusztult sejtek szamat.
Ismert ugyanis, hogy 40 Gy sugarzas kettds szald DNS toréseket okoz, amelyet a sejtek a
karosodas mértékéhez viszonyitva csak kis részben képesek kijavitani. Azok a sejtek,
amelyekben a karosodas mértéke tullép egy szintet, p53 altal aktivalt apoptozisban pusztulnak
el. Az elpusztult sejtek lathatovéa tehetdk akridine orange festékkel. A vizsgélatunkhoz az
Ada2b®? homozigota mutans allatok imagd korongjait hasznaltuk, mivel ezen szovet sejtjei
diploidok, igy konnyebben detektalhato a kettds szali DNS torés, mint a politén szovetekben.
Alap esetben csak nagyon gyenge apoptdzis figyelhetd meg az imago korongokban, atlagosan
diszkuszonként 10 elpusztult sejtet talaltunk. Ezzel megegyezd mértékii volt az elpusztult
sejtek szama az Ada2b®” mutansokban is. Réntgen sugarzas hatasara a kontroll llatainkban a
varakozasnak megfeleléen az apoptdzis altal elpusztult sejtek szama megemelkedett,
atlagosan 200 elpusztult sejtet talaltunk egy imagod korongban. Az ADA2b fehérjék hidnyaban
viszont az elpusztult sejtek szama alig emelkedett, minddsszesen hdromszoros ndvekedést

tapasztaltunk a kontrollban megfigyelt aktivaciohoz képest. A P(Ada2b) menekitd transzgén
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bejuttatisa az Ada2b® mutans allatokba az apoptdzis aktivacidjanak visszaallasat
eredményezi a vad tipust szintre. Ezekben az allatokban az elpusztult sejtek szdma a kontroll
allatokban is tapasztalt 200 sejt imagokorongonként. A kisérletek 3 alkalommal torténd
megismétlése és kategorianként 100 diszkusz atvizsgalasa utdn megallapithatd, hogy az
ADA2b tartalmi komplexek jelenléte feltétleniil sziikséges a DNS karosodas utjan
bekovetkezd apoptdzis aktivaciojahoz. Feltételezésiink szerint az ADA2b fehérjék hidnydban
kisebb hatasfokkal torténik a p53 altal szabalyozott apoptozis aktivacidja, amely a p53 és az
ADAZ2b tartalmu komplexek kapcsolatara utal (16. abra).

A

E 250
200 |
150
100

50 ~

0 s

w1118 Ada2b Ada2bR

elpusztult sejtek szdma diszkuszonként

16. abra

Az apoptdzisban elpusztult sejtek szama alap esetben egyforma a vad tipust (A) és Ada2b®*
mutans (B) allatok imagd korongjaiban. Nagy dozist (40 Gy) rontgen sugarzas hatasara a vad
tipusu allatokban 20-szorosara novekszik az apoptozis (C). Az Ada2b®? mutacio hatdsara az
apoptdzis aktivacid gyenge, a sejtek csak kis szdmban pusztulnak el a rontgen sugéarzas utan
(D). Az adatokat 6sszegylijtve az E panel mutatja. (Ada2bR az Ada2b®**? mutacié menekitve
P(Ada2b®) a teljes Ada2b genomi régiot tartalmazo transzgénnel)
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A p53 transzkripcios faktor szdmos mas apoptdzisban azonositott gén
transzkripcidjdban vesz részt. Ilyen gén a reaper, amely terméke kaszpaz funkcioval
rendelkezik. A feljebb emlitett besugarazott allatokban real time PCR segitségével mértiik a
reaper aktivalodasat, és megallapitottuk, hogy a reaper aktivacid6 megtorténik az ADA2b

fehérjék hianyaban is. Az Ada2a'®®

-es mutansokban a reaper gén rontgen sugarzas hatasara
nem aktivalodik, amely eredmény az ADA2a és ADA2b fehérjék elkiiloniilt szabalyozo
feladatat mutatja.

Ez az eredmény bizonyitja, hogy bar az ADA2b sziikséges a sejthalal elinditasahoz, de
ezt nem a reaper fehérjét tartalmazd Gtvonalon keresztiil végzi. A p53 altal aktivalt sejthalal
két, az el6bb emlitett utvonaltdl eltérd aktivacidjat azonositottak. Bar mindezidaig az utvonal
tagjait nem azonositottdk egyértelmiien, de feltételezhetd, hogy az ADAZ2b tartalmu

komplexek a két tovabbi utvonal valamelyikének aktivalasaban vesznek részt (17. dbra).

reaper

N
|
——

Itozas

4

expresszio va
[\8)
|

wll18 Ada2a Ada2b

17. abra

A rontgen sugarzas hatasara a reaper aktivacidja figyelhetd meg a vad tipust (wl118) és
Ada2b®? (Ada2b) mutans allatokban, mig az Ada2a'®® (Ada2a) mutacid hatdsira ez az
aktivécio elmarad.

4.7.2. A genom stabilitasanak valtozasa az ADA2b fehérjék hianyaban

A p53 funkcidja nem csak a sejtek programozott elpusztulasdnak szabalyozasa, hanem
a genomban tortént hibak felismerése és a javitd mechanizmusok aktivaldsa. A genomban
torténd hibak felhalmozodasanak mérésére alkalmaztuk a LOH (Loss Of Heterozygocity

assay) rendszert. A kisérlet soran a Drosophila szarnyon az mwh géntermék hianyaban
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kialakulé tobb szorszalat eredményezd fenotipus megjelenését vizsgéltuk. Ehhez elsé
Iépésben mwh'/+ heterozigota allatokat hoztunk létre, amelyben a kisérlet érzékenyitése
céljabol a p53 gén egy kopiaja szintén eltavolitasra keriilt. Ha az mwh gén fennmarad6 vad
tipusu kopiaja DNS karosodas kovetkeztében inaktivalodott, akkor lathatova valt az mwh’
fenotipus (18A abra).

A genomot ér6 DNS karosoddsok méréséhez L3 larva stadiumt allatokat 2,5 Gy
dozisti rontgen sugarzéassal kezeltiik és kerestiik a kikeld allatok szarnyszOérén létrejott
fenotipikus valtozasokat. A kisérletben megfigyeltik, hogy az Ada2b®? heterozigota allatok
szarnyain nagyobb gyakorisaggal jelent meg a keresett tobb szdérszal fenotipusa (18B. abra).
Ez arra utal, hogy az ADA2b fehérjék kozvetett, vagy kdzvetlen tton képesek mas faktorokat
segiteni a DNS karosodas felismerésében, vagy a DNS hibajavitasdban szerepet jatsz6 mas

faktorokat aktivalni.

klénszam/szarny

o = N w S (&) ] ~ (0] ©
| | | | | | | | | ]

' « .\r ' . w1118 Ada2b

18. abra

Az A kép mutatja a kialakuld tobb szérszalban megmutatkozé fenotipust. A B képen az
ADA2b fehérjék mennyiségi csokkenésének hatasa lathatd a genom stabilitasara. Csokkent
mennyiségi ADA2b fehérjék jelenlétében alacsony dozisu rontgen sugarzas hatasara a
mutacids rata megemelkedik, az mwh recessziv marker megjelenése nagyobb gyakorisaggal
figyelhetd meg.

4.8. Az ADA2D hatasa a voros szempigment mennyiségére

Mint az el6z6 két fejezetben lathattuk az ADA2b és a p53 fehérjék kapcsolatat tobb
kisérleti rendszerben is sikeriilt bizonyitanunk. A két fehérje kapcsolatanak alaposabb
megismerése céljabol a Drosophila szemében tultermeltettiik a p53 fehérjét és csokkenttiik az

ADA2b fehérjék szintjét. Normdl esetben a p53 taltermelése durva szem fenotipust
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eredményez, de ha az ADA2b és a p53 fehérjék kozott kapcsolat van, akkor a fenotipus
enyhiil vagy er6sodik. Ezt a valtozast a szempigment mennyiségének valtozasaval mérhet;jiik.
Ha a kialakulé fenotipus gyengébb, a szem tobb sejtet és igy tobb pigmentet tartalmaz,
ellenkezd esetben kevesebbet. A kisérlet elvégzése utan a vart eredményeket tapasztaltuk,
ugyanis az ADA2b fehérje csokkenése a vords pigment mennyiségét is csokkenti (19. abra).
Kontroll kisérletként elvégeztik a szem fenotipus vizsgalatat a p53 fehérje
tultermelése nélkiil is. Meglepetésiinkre ezen allatok szemében is tapasztalhatd volt a voros
pigment mennyiségének csokkenése, amely arra utal, hogy az ADA2b befolyéasolja a pigment
tartalmat €s nem csupan a p53-ADA2b fehérjék kozotti kolecsonhatas okozza a vords pigment

mennyiségi valtozasat.
120
l ] '] LL L] -e

100 -

90

19. abra
A vords szempigment mennyiségének valtozasa az Ada2a™ (p53/Ada2b) és Ada2b®*
(p53/Ada2a) mutacidra heterozigdta allatokban. Az Ada2b®*”? mutacié hatdsara csokken a

vOrds pigment mennyisége ¢és ez a hatas mérhetd, a p53 érzékenyitett hattér nélkiil is
(+/Ada2b).

A szempigment mérés eredményei azt sugalljak, hogy az ADA2b egyike a vords
pigment kialakitasat segitd faktoroknak. Felvetddik a kérdés, hogy az ADA2b fehérjék a
szempigment kialakulasaban fontos gének szabalyozasaban vesznek-e részt. Erdemes tisztazni
tovabba, hogy a két ADA2b fehérje koziil melyik, amelyik elengedhetetlen a gének
aktivalodasahoz. A voros pigment kialakitasanak egyik azonositott szabalyozé faktora a rosy

gén terméke, amely xantan dehidrogenaz aktivitdssal rendelkezik. A 4.9. fejezetben
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targyalasra keriil6 DNS microarray kisérletben azt tapasztaltuk, hogy az Ada2b hianyaban a
rosy gén expresszidja csokkent mérték.

A rosy gén kifejez0désének vizsgélatara kvantitativ RT-PCR segitségével mértiik a
rosy mRNS véltozasat az Ada2b®? homozigota mutansokban és az ADA2b' vagy ADA2b’
fehérjét termeld transzgenikus torzsekben az [.3-as larvalis allapot végén €s a bab allapot utan
10 oraval. A kisérlet 3 alkalommal torténd ismétlése igazolta, hogy az Ada2b®*? mutacio
jelenlétében nem detektalhatd a rosy mRNS szintje. Az ADA2b két izoforméja koziil pedig a
korabban sejtmagi lokalizaciot mutato ADA2b® jelenléte sziikséges a mnormalis rosy
génaktivacio lejatszodasahoz. Az éaltalanos acetilacioért felelds citoplazméban talalhato
ADA2b' jelenlétében a rosy gén expresszios szintje azonos volt az Ada2b®*? mutacioban
tapasztalt expresszios szintjével. Az eredményeink alapjan kijelentheté, hogy az ADA2b’
izoforma az, amely a specifikus gének aktivalisaban nélkiilozhetetlen, mig az ADA2b'
izoformdjanak jelenléte az eddig vizsgalt gének aktivacidjahoz nem sziikséges. A rosy gén

expresszios vizsgalatainak eredményét a 20. dbra tartalmazza.
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20. abra

A vords pigment kialakitasdban szerepet jatszo rosy gén expresszios szintje az Ada2b®? (1.
oszlop) homozigdta mutansokban csokkent, de ez a csokkenés az ADA2b” (2. oszlop)
bejuttatasaval visszaallithatd a vad tipust szintre Az ADA2bl nem befolydsolja a rosy
expressziojat (3. oszlop).

4.9. Ada2b microarray

Az ADA?2 tartalmi komplexek élesztében specifikus gének transzkripcidjat képesek
befolyésolni. Példaul a PHOS gén transzkripciojanak aktivaciojat noveli az ADA2 fehérjét

tartalmazé SAGA komplex jelenléte. Erdekes kérdés, hogy az eukarita szervezetekben az
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ADAZ2 fehérjék milyen gének szabalyozasaban vesznek részt. Az ADA2b hianyaban kialakulo
genom szintll génexpresszids valtozasok detektalasdhoz a DNS microarray technikat

alkalmaztuk. A megegyez6 stadiumu vad tipusu és Ada2b®?

homozigota mutacidt hordozo
mintdink 0sszehasonlitasabol a megfeleld statisztikai teszteket alkalmazva azonositottuk az
expressziojukban eltérést mutatd géneket. Az Ada2b®? mutacié hataséara a genom mintegy 6
szazaléka mutat az expresszioban eltérést a vad tipusu éallatokhoz képest. A mutacié 461 gén
esetében okoz expresszid ndvekedést és koziilik 228 (49 %) rendelkezik mar azonositott
funkcioval, 368 represszalt koziil pedig 200 ismert (54 %). A gének listajat és az expresszid
valtozasait a Fiiggelék tartalmazza.

A géneket a Gene Onthology adatbazisaban talalhatd azonositott funkcidjuk szerint
csoportositottuk. A kutikula kialakitdsban szerepet jatsz6 gének kozil husz mutatott
csokkenést, mig 12 expresszidgja ndvekedett. Azonositottunk tovabba transzkripcios
faktorokat (13 csokkent expresszidju), stresszvalaszban szerepet jatsz6 géneket (44
novekedett ¢és 39 csokkent expresszioju), egyedfejlodésben azonositott géneket (44
novekedett és 14 csokkent expresszidju) €s sejtciklus szabalyozasdban szerepet jatszo (8
szintje csokkent) géneket.

Talaltunk tovabba 3 gént, amely a szempigment kialakitdsaban nélkiilozhetetlen. A
rosy és brown a vords pigment kialakitasaban nélkiilzhetetlen, mig a scarlet a barna pigment
létrehozasat szabalyozza. Ez alatamasztja korabbi eredményeinket, miszerint az ADA2b
fehérjéknek szabalyozd szerepe van a szempigment kialakitdsban szerepet jatszd gének
aktivalasaban.

Az utolsd csoportba az apoptozisban azonositott géneket soroltuk. Ezek koziil 6
expresszidja novekedett, mig 16 expresszioja csokkent az ADA2b fehérjék hianyaban. A
csokkent transzkripciot mutatd gének koziil a buffy és az Ark génekrdl mutattak ki, hogy a p53
fehérje célgénjei. Tovabba igazoltdk, hogy a reaper — amely aktivacidja elmarad az ADA2a

fehérje hianyaban, de nem valtozik az Ada2b®*?

mutansban — és az Ark a p53 fehérje altal
szabalyozott, de eltérd apoptozis aktivacios utvonalban résztvevd partnerek. Igy a korabban
bemutatott real time PCR és az itt targyalt microarray eredmények vizsgalata alapjan
bizonyithatdo a feltételezés, hogy az ADA2a és ADA2b fehérjék az apoptodzis eltérd

utvonaldban toltenek be szabalyoz6 feladatokat.
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5. Az eredmények megvitatasa

A hisztonok amino termindlisdnak modositdsai 4altal szabalyozott kromoszoma
szerkezet valtozasok a molekularis biologia intenziven kutatott teriilete. Az acetilacids
modositasokat a hiszton acetiltranszferazok és deacetilazok végzik és alacsonyabb rendi
eukariota szervezetekben mar kimutattdk, hogy szerepet jatszanak a génspecifikus
transzkripcid aktivacids folyamatokban. Magasabbrendli szervezetekben az acetiltranszferaz
komplexek altal szabalyozott folyamatok kevésbé ismertek. Megismerésiiket bonyolitja, hogy
magasabbrendiickben tobb acetiltranszferaz komplex ismert és a komplexekben szerepld
fehérjék izoformai és fehérje homoldgok révén az elméletben dsszerakhatdé komplexek szama
tovabb nd.

Az altalunk azonositott Ada2 génekrél képzéds ADA2a, ADA2b' és ADA2b® ko-
aktivator fehérjék 1éte Drosophila-ban aldtdmasztja a magasabbrendiiekben feltételezett nagy
szamu acetiltranszferaz komplex jelenlétét. Habar a két génrdl atirodo fehérjék homologiat
mutatnak egymassal, mégis kiilonb6z6 komplexekben szerepelnek, igy eltérd lehet a
funkciojuk (52). Az Ada2 gének funkcidjanak tisztazasa érdekében delécios mutans alléleket
allitottunk eld. A mutansok fenotipus vizsgalata soran kideriilt, hogy mind az ADA2a, mind
az ADA2b fehérje izoformdinak jelenléte létfontossagu a Drosophila egyedfejlodése
folyaman. Az Ada2b vizsgalata soran kideriilt, hogy rola két fehérjét kodold6 mRNS képzodik.
Munkam sordn a két ADA2b fehérje izoforma vizsgélataval igazoltam, hogy a két fehérje bar
nagy homologiat mutat, mégis elkiiloniilt funkcidval rendelkezik.

Az ADA2b' és ADA2b” fehérjék kovetésére létrehoztuk a fehérjék GFP-jeldlt formait
létrehozott stabil Drosophila torzsek ¢és a transzfektalt S2 sejtek vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy mindkét fehérje termelddik in vivo. Sejten beliili elhelyezkedésiikben
viszont eltérés mutatkozik, ami arra utal, hogy a két fehérje elkiiloniilt feladatokat lat el a
sejtben. Az ADA2b' a citoplazmatikus régidban volt megfigyelhetd, mig az ADA2b? a sejtek
magi régidjaban helyezkedett el.

A Drosophila ADA2b' és ADA2b* fehérjéket tartalmazo komplexek altal szabalyozott
folyamatok eddig még nem voltak ismertek, bar feltételezhetd volt, hogy a fehérjék hiszton
acetilaciot végzé komplexek tagjai. Ismertek tovabba a hisztonokon talalhatd lizin
aminosavak, amelyek az acetilacid célpontjai lehetnek. Ezért célunk volt kideriteni, hogy az

ADA2b tartalmti komplexek mely hisztonok lizinjeinek acetilaciojaban vesznek részt. Ehhez
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vetettiik vizsgalat ald. Specifikus hiszton acetilaciot felismerd ellenanyagokkal detektaltuk az
egyes lizinek acetilacids allapotait a kontroll és a mutans allatokban. Megallapitottuk, hogy az
Ada2b®? mutaci6 hatasara a H3 hisztonok 9. és 14. lizinjének acetilaltsagi szintje csokken. Ez
a megfigyelés azt bizonyitja, hogy az ADA2b tartalmi komplexek tényleg hisztonok
specifikus acetilaciojat végzik. Feltételezhetd tovabba, hogy az ADA2b fehérjék transzkripciod
aktivalasban is részt vesznek, mivel transzkripciondlisan aktiv gének promoter régidinak H3
9. és 14. lizinjeinek acetilacidja ndvelni képes a génen folyod transzkripcid sebességét (57, 60,
68).

Az ADA2b' és ADA2b” fehérjék eltérSen képesek szabalyozni a H3 9. és 14.
lizinjeinek acetilaciojat. Az ADA2b® hianya nem okoz acetilaciés csokkenést egyik altalunk
vizsgalt hiszton esetében sem. Az ADA2b' hianyéban viszont az acetilacié szintje hasonld

csokkenést mutat, mint az Ada2b®¥?

mutacié jelenlétében. Ez az eredmény ¢és az a
megfigyelés, hogy az ADA2b' a citoplazmaban taldlhaté nagyobb mennyiségben arra utalhat,
hogy az ADA2b' az Gjonnan szintetizalt hisztonok acetilaciojat végzi, majd ezek az hisztonok
bejutnak a sejtmagba és a kromatin szerkezet kialakitdsdban vesznek részt. Viszont az
acetilacios modositas nem tlinik el a hisztonokrol, igy hoznak létre egy altalanos acetilacios
mintdzatot az eukaridta kromoszoman.

Az ADA2b fehérjék tanulmanyozésa soran azonositott acetildcios valtozasok hasonld
eredményeket mutatnak mas laboratoriumokban talalt eredményekkel (Christophe
Antoniewski, Pasteur Institute Franciaorszadg ¢s Jerry Workman, Stower Institute USA). A
GCNS fehérje, amely azonos komplexekben taladlhato az ADA2 fehérjékkel a H3 K9 H3 K14
¢s a H4 K5 acetilacios szintjének szabalyozéasaban is részt vesz. Kimutattuk, hogy az ADA2a
tartalmi komplexek (ATAC) a hiszton 4 acetilacidjara képesek, amely alapjan kijelenthetd,
hogy az ADA2a és ADA2b eltéré hisztonokat képes felhasznalni szubsztratként. Ezek az
eredmények azt bizonyitjak, hogy az ADA2 tipusu fehérjék jelenléte nagyban befolyasolja
mely hisztonokat tekintik szubsztratnak a GCNS5 fehérjét tartalmaz6 komplexek.

Az ADA2 fehérje hianya gének aktivalodasanak elmaraddsat okozza élesztdben,
ludfitben és az emberi sejtekben. Az ADA2 tartalmii komplexek altal szabalyozott gének
keresésére Drosophila-ban microarray kisérletet végeztiink. Az ADA2b tartalmu komplexek
kozel 850 gén expresszidjat befolyasoljak a bab allapot megkezdése utan 10 oraval. Ez a
Drosophilaban eddig azonositott gének 6%-a. Az ADA2b hidnyaban repressziot mutatd gének
kozil 200 funkcidja azonositott. Koziiliik 13 transzkripcios faktor és 3 ekdizon hatasara

aktivalodo gén. Ezek tovabbi gének transzkripciojat szabalyozhatjak, amelyek igy kézvetve
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bar, de szintén az ADA2b tartalmi komplexek altal szabalyozottak. Az aktivalt és represszalt
géneket a Gene Onthology adatbazisaban talalhato funkcidjuk szerint csoportokba rendeztiik.
Ennek alapjan megéllapithatjuk, hogy az ADA2b szabalyozott gének csoportjai a kutikula
kialakitasban szerepet jatszd gének, transzkripcids faktorok, stresszvalaszban szerepet jatszo
gének, egyedfejlodésben szerepet jatszd gének, sejtciklus szabdlyozasaban szerepet jatszo
gének, pigment formacidban nélkiilozhetetlen és végiil apoptdzist szabalyozo fehérjék génjei.

Megvizsgaltuk az aktivalt és represszalt gének kromoszomalis elhelyezkedését is. Azt
talaltuk, hogy mind az aktivalt, mind a represszalt gének esetén a 3R kromoszdmakar kétszer
annyi gént tartalmaz, mint az ivari és a tobbi szomatikus kromoszoma karjai. Tovabba
megfigyelhetok aktivacios és represszids géncsoportok, ahol 5-8 represszalt gént 5-6 aktivalt
gént tartalmazo régio kovet. Ez feltételezi azt, hogy a kromoszoma aktivalt vagy represszalt
allapota nem csupan egyetlen génre jellemzd, hanem nagyobb régiora Aatterjedve a
szomszédos gének transzkripcidjara is hatassal lehet.

Adatainkat Ssszevetettitk a Drosophila Gen552%!
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mutansain késziilt DNS microarray

eredményeivel. A mintavétel ideje az Ada2 pE333t

esetén a bab allapot elején, mig a Gen
muténs allatokbol az L3 larvalis allapot végén tortént. Ennek ellenére azonositottunk 30 gént,
amely expresszios szintje mind az ADA2b, mind a GCNS5 hianyaban csokkenést mutat, igy
feltételezhetéen a szabalyozasa GCNS ¢és ADA2b fehérjéket egy iddben tartalmazo
komplexek révén torténik. Koziilik harom jatszott szerepet a kutikula kialakitdsdban. Az
Ada2b®*”? mutansban megndvekedett génexpressziot mutaté gének koziil legnagyobb aktivitast
immunvalaszban szerepet jatsz6 gének mutattak. Feltételezésiink szerint a kutikula szerkezete
nem tokéletes, igy a bakterialis és viralis fertdzések nagyobb gyakorisaggal kovetkeznek be.
Bar a GCNS5 és ADA2b hidnyaban nem ugyanazon immungének expresszidja ndovekedett, de
ennek oka lehet, hogy a két laborban nem ugyanazon fert6z6 torzsek talalhatoak.

Tobb pigment kialakitasban szerepet jatszo gén expresszidja is csokkenést mutatott az
Ada2b mutansokban. A rosy, scarlet és a brown expresszids szintje 6tddére csokkent a
kontroll 4llatokhoz képest. A kordbbi microarray adatokbol vart eredménynek megfeleléen az
Ada2b mRNS szintjének csokkenése csokkentette a voros pigment mennyiségét is. A két
ADA2b fehérje izoforma eltérést mutat ezen gének szabalyozasdban. Az ADA2b” jelenléte
szilkséges a rosy gén expresszidjahoz. Az ADA2b' — amely hianyaban a H3K9 és H3K 14
acetilacioja csokken — nem befolyasolta a rosy kifejezddést. Igy arra kovetkeztethetiink, hogy
a rosy gén specifikus aktivitasaért az ADA2b® sziikséges, mig az ADA2b' feladata az

altalanos acetilacios mintazat létrehozasa a kromoszoéman.
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Szamos korabbi adat utalt arra, hogy a hiszton acetiltranszferdzok a programozott
sejthalal szabalyozasaban fontos szerepet toltenck be. Elesztében és human sejtvonalakon
végzett kisérletek igazoltak, hogy a p53 acetilacigjat GCNS tartalmti komplexek végzik, de az
ADA?2 fehérjék és a p53 kapcsolatara kevés szamu kisérleti eredmény utalt (40, 69). A p53
egy tumor szupresszor, a DNS karosodasat felismerd ¢és apoptdzist indukald fehérje.
Hianyaban a sejtekben ionizald sugérzas hatdsara létrejové DNS karosodas javitdsanak
hatékonysaga gyengébb. A karosodott sejtek elpusztuldsa is ritkdbban torténik, mivel a
karosodas felismerése nem milkodik a p53 mutansokban. A Drosophila melanogaster
szoveteiben is hasonld jelenségek figyelhetok meg és a p53 aktivalt gének nem kapcsolnak be
a p53 hianyaban. A Drosophila p53 és az ADA2b fehérjék kolcsonhatasara eldszor Kusch és
munkatarsai éleszté kett6s hibrid kisérletei vilagitottak ra (40). Az altalunk hasznalt in vivo
rendszerben igazoltuk, hogy az Ada2b mRNS szintjének csokkenése mutaciok
felhalmozodasat okozta, minek kovetkeztében a markerként vizsgalt mwh fenotipus
gyakrabban figyelhet6 meg, mint a vad tipust allatokban. Ez arra utal, hogy az ADA2b
fehérjék sziikségesek a genom stabilitdsanak fenntartasaban, jelenlétiikkel képesek segiteni a
DNS karosodast felismer6 folyamatokat.

A nagy dozisu rontgen sugarzas hatasara aktivalodo pS3 altal szabalyozott apoptotikus
folyamatok sem tokéletesek az ADA2b fehérjék hidnyaban, a 40 Gy dozisu rontgen sugarzas
hatasara elpusztult sejtek mennyisége alacsonyabb a kontroll allatokban tapasztalt szinthez
viszonyitva. Megfigyelték, hogy a DNS karosodas hatdsdra a toredezett kromoszoma
fragmentumokon erételjes acetilacios jel figyelhetd6 meg (referencia). Feltételezhetden ez a
folyamat sziikséges a kromatin szerkezet fellazuldsahoz ¢és a torést felismerd €s javito
komplexek kotddéséhez. Acetiltranszferdz komplexek hianyaban pedig a kromatin kisebb
mértékben képes fellazulni,igy a sejt nem érzékeli a DNS torését és nem képes a sejtet
apoptézisba kiildeni. Az apoptozis elmaradasanak egy masik lehetséges magyardzatat szintén
a DNS microarray kisérlet szolgaltatja. Az ADA2b fehérjék hianyaban ugyanis az Ark gén
expresszidja csoOkkenést mutat és az Ark géntermék eltavolitasa szintén az apoptdzis
aktivaciojanak elmaradasit okozza. gy elképzelheté, hogy a csokkent mennyiségii Ark
mRNS nem elegendd az apoptozis elinditasahoz. A p53 éaltal szabalyozott gének koziil
vizsgaltuk tovabba a reaper aktivaciojat. Rontgen sugarzas utdn az ADA2b fehérjék hianya
nem volt hatassal a reaper génre, ugyanis hasonl6 reaper transzkripcié ndvekedést lattunk az
Ada2b®? mutansban, mint a kontroll allatokban. Az ADA2a tartalmi (ATAC) komplex

hianyaban viszont nem tortént reaper aktivacio. Igy arra kovetkeztethetiink, hogy az ADA2b
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¢s ADA?2a fehérjék a p53 altal szabalyozott apoptdzisban szerepet jatszo, de kiillonbozo gének
szabalyozasat végzik.

A mitozis sordn a kromoszoémak kondenzaldédnak, majd ujra lazédbb szerkezetet
vesznek fel. Ezen folyamatok szabalyozéasaban szintén azonositottak GCNS tartalmu hiszton
acetiltranszferaz komplexeket. A human GCNS5 komplexek segitik egyes, a sejtciklusban
szerepet jatszo gének transzkripcios aktivaciojat is. Drosophila-ban eddig nem talaltak
egyértelmii bizonyitékot arra, hogy a hiszton acetiltranszferdz komplexek szerepet
jatszananak a sejtciklus szabalyozasaban. Az ADA2 fehérje tartalmii komplexek szerepének
tisztazasara elsd lépésben testi sejt mozaikokat hoztunk 1étre Ada2b®? heterozigota
allatokban. A mitotikus rekombinacid kovetkeztében 1étrejovo Ada2b®? homozigo6ta mozaik
foltok méretének csokkenése a normalis sejtciklus zavara miatt figyelhetd meg.

A mitozisban 1év6 sejtek lathatova tételéhez H3 10. szerinjének foszforilacidjat
felismerd ellenanyagot hasznaltunk. Ez a hiszton mddositas ugyanis nagy mennyiségben a
sejtciklus M fazisban figyelheté meg. A mitdzisban levd sejtek szdmanak vizsgalatakor azt
tapasztaltuk, hogy a gyorsan o0sztddd imdgd korongokban felborul a normadlis mitozis
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sebessége. Feltételezésiink szerint az Ada2 mutacidé hatdsara a mitdzisban 1évo sejtek

szama azért latszik nagyobbnak, mert a sejteknek tobb 1d6 sziikséges egy mitotikus ciklushoz.

A mitdzisban nélkiilozhetetlen Map205 gént Ada2b®?

mutansokon végzett microarray
kisérletben azonositottuk ¢és megallapitottuk, hogy expresszidja csokken az ADA2b
hianydban. Real Time PCR segitségével is sikeriilt ezt az eredményt bizonyitanunk.
Megallapitottuk tovabbé, hogy az ADA2b' és ADA2b* eltéré modon befolyasolja a Map205
gén kifejez8dését. Az Ada2b®? muticid jelenlétében a Map205 expresszidja joval
alacsonyabb, mint a kontroll allatokban és az ADA2b” fehérje hidnya is hasonld valtozast
eredményez. Ha visszajuttatjuk az ADA2b* fehérje funkciot, akkor a Map205 kifejezddése a
kontroll allatokban tapasztalt szint kozelébe all vissza. Ez az eredmény bizonyitja, hogy az
ADA2b® fehérje felelés a Map205 gén specifikus aktivacidjaért, mig az altalanos acetilaciot
végz8 ADA2b' nem vesz részt a gén szabalyozasaban. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy az ADA2 fehérjék nem csak az altalanos acetilacidés folyamatok szabalyozasaért
felelosek, hanem az egyes gének transzkripciojanak aktivalasaban is sziikséges a jelenlétiik. A
citoplazméban elhelyezkedd ADA2b' feladata egy altaldnos acetilacios szint 1étrehozésa a
kromoszéman, de ez az acetilacid nincs hatdssal specifikus gének transzkripcidjara. A
sejtmagban talalhato ADA2b’ viszont specifikus gének transzkripciojat képes nagymértékben

megndvelni.
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6. Summary

Chromatin modifying and chromatin remodeling complexes play central roles in
eukaryotic transcription by overcoming the repressed state of genes resulting from the tight
packaging of DNA and histone proteins in nucleosomes. Among chromatin modifying
complexes those which carry histone acetyl transferase (HAT) activity deserve particular
attention since acetylation of the N-terminal tails of nucleosomal histones is proven to have
specific gene activation or in some cases repression effects. ADA2 (alteration/deficiency in
activation) proteins are components of several HAT complexes, which contain the GCNS5
catalytic subunit.

Recently, our group has reported that the Drosophila genome contains two distinct
genes encoding ADA2 homologs. Biochemical characterization of the two ADA2 proteins
demonstrated that both of them interact with the HAT GCNS and participate in transcription
activation. On the other hand, ADA2a and ADA2b exhibit marked differences, since they
participate in distinct high-molecular-weight HAT-containing protein complexes, localize to
different chromosomal loci, and have at least partly different partners of interaction. Two
different ADA2 homologs encoded by two distinct genes have been found not only in
Drosophila but also in Arabidopsis and several vertebrates. The primary aim of the studies
described in my thesis was to complete a detailed analysis one of the two identified Ada2
genes of Drosophila in order to gain a better understanding of the distinct roles of ADA2
proteins in higher eukaryotes.

In order to facilitate a detailed study of the Ada2b gene and to analyze the biological
role of its product(s), first I generated Ada2b mutants by mobilizing a P-element insertion
located close to the putative regulatory region of the gene. Following mobilization of the P-
element I used genetic and molecular approaches to characterize the obtained mutants. Results
of these experiments demonstrated the successful generation a number of Ada2b alleles
among them several which are null mutants.

Phenotype analysis of the generated mutants revealed that the lack of Ada2b function
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severely affects the development of animals. Homozygous Ada2 null mutants are pupa

lethal. A direct proof that the lethality and other observed developmental defects of Ada2b®*?
null animals were the results of the loss of ADA2b function was provided by transgenes
corresponding to the genomic Ada2b region. Several independent transgene insertions were

able to rescue the phenotypic defects and resulted in development of fertile adults.
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Furthermore, generation of germ line chimeras by pole cell transplantation demonstrated that
the Ada2b function is also required for the start of normal embryonic development.

Northern-blot analysis of ADA2b specific RNA demonstrated that the transcription of
Ada2b give rises to two messages. By the use of specific primers I PCR amplified cDNA
copies of both messages and constructed transgenes which direct the synthesis of EGFP
fusion derivatives of both ADA2b proteins. Expression of these hybrid genes in S2 cells
suggested that the two ADA2b proteins (ADA2b' and ADA2b?) are localized in different cell
compartments. ADA2b' is detectable mainly in the cytoplasm while ADA2b” in the nucleus.
The construction and analysis of transgenic Drosophila lines expressing either an ADA2b'-
EGFP or an ADA2b*EGFP transgene under the control of UAS regulatory region also
demonstrated the functional difference of the two ADA2b proteins. Both the Ada2b’ and
Ada2b? transgene show a rescue effect, but to a different extent and neither of them is capable
for a complete rescue. The two transgenes, however, together are able to facilitate the
development of animals to the extent close to that observed with a wild type transgene.

As ADA?2 proteins are components of HAT complexes it was interesting to test the

b®*2 mutations have a

effect of Ada2b®*”? mutations on histone acetylation. We found that Ada2
strong effect on H3 acetylation. Interestingly, a difference between the two ADA2b proteins,
ADA2b' and ADA2b? was also observed in H3 acetylation. We found that in the absence of
ADA2b”* H3 K14 and K9 acetylation is not affected. In contrast, in Ada2b’ mutants a
decreased H3K 14 acetylation was detected. Again, as it was found in the case of lethality,
with the use of transgenes directing only ADA2b' or ADA2b” production we could
demonstrate that only one of the two ADA2b proteins are playing a role in histone H3 post-
translational modification.

We detected even further functional differences between the two ADA2 factors of
Drosophila by studying their role in eye pigment production, apoptosis and mitosis.

A comparison of the pigment contents of Ada2 heterozygotes and wild-type animals
indicated that Ada2bh®? mutation affected the pigment contents of the eyes of adult animals,
while Ada2a'®® mutation did not. In concert with this, the mRNA level of rosy, a gene
encoding xanthene dehydrogenase, which is involved in the formation of red eye pigments,

b%? mutants as compared to wild-type animals, while
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exhibited a significant reduction in Ada2
the expression of rosy did not change in Ada2a ™ null animals. The difference between the
two isoforms of ADA2b is also observable in the different regulation of the rosy gene. The

presence of ADA2b” is necessary and sufficient for normal expression level of rosy gene.
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This suggests that ADA2a and -b are differentially involved (directly or indirectly) in the
transcriptional regulation of rosy.

The physical interaction of ADA2b protein with the tumor suppressor p53 was
demonstrated in an American laboratory by immunoprecipitation. This prompted us to test if a
functional consequence of this interaction in vivo can be detected. Loss of heterozygocity
(LOH) assays are established means of demonstrating the role played by Dmp53 in preserving
genome stability. Cells which have lost the wild-type copy of mwh (multiple wing hair)
display the recessive mwh phenotype, which is easily recognizable and can be scored. In
Ada2a'® heterozygotes, the frequency of clones was similar to that seen in wild-type animals.
In contrast, Ada2b®? heterozygotes exhibited substantially elevated numbers of mwh cells

under conditions that had no effect on wild-type flies or Ada2a'®®

heterozygotes. This result
clearly demonstrated that ADA2b, unlike ADA?2a, is involved in the pathway induced by
Dmp53 to preserve genomic stability in response to low-level X-ray radiation induced DNA
damage. The Dmp53 function is also essential for radiation-induced apoptosis. DNA damage
leads to Dmp53 activation, which through the transcriptional activation of proapoptopic

b%? mutants

42
b8

factors brings about apoptosis. Radiation induced apoptosis in the disks of Ada2
was significantly lower than that in wild type animals. In accord with that, in Ada2b™™ mutant
imaginal discs the number of cells stained with the vital dye acridine-orange was significantly
decreased. The introduction of the Ada2b® transgene into Ada2b®? null animals restored
apoptosis to the level seen in the wild type, indicating that the decreased level in Ada2b®*?
mutants was a result of ablation of the Ada2b function. To test whether Ada2 mediates Dmp53
functions by altering its proapoptotic target, reaper transcription, we compared the reaper
mRNA levels in wild-type and Ada2 mutants. Interestingly, although high-dose X-ray
irradiation resulted in a decrease in apoptosis in wing imaginal disks the induction of the
reaper message was similar in wild-type and Ada2b. Surprisingly, we could not detect reaper

mRNA induction under the same conditions in Ada2a®

mutants. Taken together, these data
indicate that ADA2b exerts its effect on a Dmp53-related pathway(s) other than those
including reaper induction.

The retarded development of organs containing mitotically dividing cells (gonads,

imaginal discs) of Ada2b®#

mutants as compared with the wild-type controls indicates a delay
in cell cycle progression. In the absence of Ada2b, the number of cells in mitosis is increased
in imaginal discs. It is reasonable to assume that failure of transcription of the genes required
for proper cell cycle progression is the primary cause of cell proliferation defects. We assume

that in Ada2b®*? cells, the cycle is blocked in G2/M. In concert with that, we observed that the
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Ada2b®? mutation abolishes the expression of a mitotic regulator, Map205. The presence of
ADA2b? rescued the Map205 mRNA level, but the ADA2b' did not.

Finally, we analyzed the effect of Ada2b®? mutation on the total cellular mRNA
profile by microarray hybridization. The changes we observed in the level of specific
mRNAs comparing wild type and Ada2b®? samples support the conclusions we made from
the study of individual genes. In Ada2b®? mutants the expression of genes playing a role in
eye pigment formation, in apoptosis and in mitosis can be detected. In addition, we also
detected specific alterations in the expression of genes involved in cuticle formation and
immunity. The determination whether these changes are primary or secondary effects of the
loss of Ada2b requires further studies. A detailed analysis of the large amount of chip data
and particularly a comparison of that with data obtained from mutants defective in other

components of HAT complexes is in progress in our laboratory.
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8. A dolgozatban hasznalt roviditések

ADA :

ATAC

ATP

Cdk5:

Cht4:

Cks30A:

CREB p300/BP
Cy:

CycA:

Dtl:

EGFP

GCNS:

GNAT

GTP

H3AcK14 (K9) :
H3PS10:
H4AcKS5 (K12):
HCF:

HDAC
HMG17, HMG1
HPI

Hu:

IGBMC

ISWI:

Ki®:

Klp61F:

Lcpl (4):

LOH:

Map205:

MOF:

MORF

MOZ

Alteration Deficiency in Activation
Ada Two A containing Complex
adenozil-trifoszfat

Cyclin-dependent kinase 5
chitinase4

Cyclin-dependent kinase subunit 30A
CREB p300 binding protein

Curly

Cyclin A

Drosophila tat like protein

enhanced green fluorescent protein
General Control Nonderepressible-5’
GcenS-containing N-acetyltransferase complex
guanozil-trifoszfat

Hiszton 3 lizin 14 (lizin 9) acetilacio
Hiszton 3 szerin 10 foszforilacio
Hiszton 4 lizin 5 (lizin 12) acetilacio
host cell factor

histone deacetylase

high mobility group protein 17, 1
heterochromatic proteinl

Humeral

Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire

imitation-SWI

King super

Kinesin-like protein at 61F

larval cuticule protein 1 (4)

Loss Of Heterozygocity assay
Microtubule associated protein 205

males absent on the first

monocytic leukemia zinc finger protein-related factor

monocytic leukemia zinc finger protein
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Mwh multiple wing hair

MyoD myogenic determination

MYST MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 and Tip60 acetyltransferase superfamily
PCAF p300/CBP-associating factor

PCR polimerase chain reaction

Rpb4: RNS polimeraz g 4. alegysége

Sh: Stubble

SDS-PAGE sodium-dodecyl-sulfate polyacrilamide gel electrophoresis
Th: Tubby

TBP TATA binding protein

TRA 1 tumor rejection antigen 1

UAS: Upstream Activation Sequences

W: white
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10. Fiiggelék

A microarray kisérletben Ada2b hianyaban csokkent expresszioju gének listaja és

expresszios valtozasa.

AFFY préba |WT1|[wT2 |wT3| M1 | M2 | M3l Pfét;Z':T é\t’\gg étll\gg Qﬂ?gnz';{a/gﬁ Gén
141269 at | 567 | 579 | 542 |242|319( 277 | 0,0002 563 | 280 0,50 CG8399
141314 at | 57 | 86 | 75 |12|21| 15 | 0,0014 | 73 | 16 0,22 Lcp65Ag1
141397 at |1166(1926(2173|174(347|460| 0,0052 | 1755 | 327 0,19 CG8502
141409 at | 26 | 45 |33 | 3| 8| 5 | 0,003 35 | 5 0,15 CG6164
141412_at |1416(1738|1953[482[483| 675 | 0,0012 | 1702 | 547 0,32 CG6891
141439 _at | 33 | 44 | 47 |11 |22 11 | 0,0044 | 41 | 14 0,35 CG32302
141442 at | 37 | 38 | 29 (2218 | 10 0,0084 35 17 0,48 CG33489
141513 at | 30 | 17 | 21 | 9 |14| 6 | 0,0201 | 23 | 10 0,41 Caf1-180
141573 at | 752 | 668 | 721 |271|228| 356 | 0,0003 714 | 285 0,40 CG17646
141672 _r_at| 194 (197|162 |78 | 81| 100 | 0,0009 184 86 0,47 CG17597
141673 _at | 368 | 271 | 352 |120| 67 | 114 | 0,0013 | 330 | 100 0,30 CG8291
141687 at | 82 | 71 |102|21|29| 24 | 0,0015 | 85 | 25 0,29 stp
141709 _i_at|1111| 831 |1144]|590[427[ 486 | 0,0043 | 1029 | 501 0,49 Tub84D
141760_at (104|124 | 95 | 10|17 36 0,0008 107 21 0,19 nAcR21C
141801 _at | 258|338 | 318 |126| 95 | 206 | 0,0082 305 | 142 0,47 CG31689
142019 at | 17 | 19 | 17 | 7 |12| 7 | 0,0046 | 18 | 9 0,49
142139 _at | 458 | 496 | 563 |120|115| 123 | 0,0001 | 506 | 119 0,24 CG3699
142182_s_at| 103 | 132 | 120 |54 |41 | 78 | 0,0057 | 118 | 58 0,49 Ppn
142183 at | 30 | 36 | 32 | 8 | 8 | 10 | 0,0001 | 32 | 8 0,26 Ppn
142206_s_at| 435|475 | 562 |175| 79 | 153 | 0,0009 491 | 136 0,28 CG14527
142209 at | 32 | 31 | 29 | 6 | 16| 12 | 0,0016 | 31 | 11 0,36
142279 at | 15 |21 | 34 (2| 7 4 0,0142 23 4 0,19 bw
142317 at | 47 | 24 | 46 | 7 |10 5 0,0078 39 8 0,20 CG10298
142348 at | 74 | 75 | 71 | 35|18 | 45 | 0,0038 | 73 | 33 0,44 CG30004
142406 _at | 51 | 42 | 43 |30| 9 | 12 0,0084 45 17 0,37 CG6931
142415 at | 111 | 134|133 |45|50| 14 | 0,0014 | 126 | 36 0,29 Nmdal
142453 at | 282|252 | 302 |102| 91 {131 | 0,0004 279 | 108 0,39 GNBP3
142455 _at | 344 | 343 | 383 |114]|124| 137 | 5E-05 | 356 | 125 0,35 CG11779
142479 at | 26 | 41 |23 |8 | 4| 3 | 00064 | 30 | 5 0,16 GsIES
142515 at | 74 |113| 97 (20|10 | 24 0,0016 95 18 0,19 fau
142700_at | 450 | 411 | 384 |142| 63| 93 | 0,0002 | 415 | 99 0,24 CG31352
142886 at | 41 | 62 | 41 |18 |17 26 0,0112 48 20 0,43 CG10165
142941_at | 108 | 141|128 |16 |54 | 72 | 0,0074 | 126 | 47 0,38 Eip74EF
142996 at | 99 | 54 | 90 | 18|42 | 38 0,0176 81 32 0,40 CG11033
143034 _at 8 7 6 313 5 0,0056 7 3 0,47 CG14685
143044 at | 64 | 49 | 63 |16]| 9 | 5 | 0,0005 | 59 | 10 0,17 granny-
smith
143093_at |1966(2107|2068|842|947|1180| 0,0003 | 2047 | 990 0,48 Cat
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P érték T

WT

Atlag arany

AFFY préba |WT1 [WT2|WT3| M1 [ M2 | M3| teszt atlag | atlag | Mutans/ivad Gén
143191 at | 17 | 20 [ 22 | 10 | 6 7 | 0,0016 | 20 8 0,39 Hsc70-1
143210_at | 19 | 15 | 12 [ 10 | 5 5 | 0,0148 | 16 7 0,43 kz
143219 _at | 208|212 | 204 [ 100 | 54 | 127 | 0,0029 | 208 | 93 0,45 esg
143232_at |1800|1663(1695| 521 | 529 | 917 | 0,0007 | 1719 | 656 0,38 Lcpl
143235_at (1525|1731(1727{ 301 | 307 | 505 | 9E-05 |1661 | 371 0,22 Lcp4
143245 at | 58 | 61 [ 40 | 24 | 26 | 21 | 0,006 53 23 0,44 ml
143264 _at | 310|338 | 355|120 | 112|155 0,0002 | 334 | 129 0,39 Micl
143307_at | 6 | 10 | 9 1 3 3 0,004 8 2 0,26 plu
143308 _ at | 42 | 85 [ 62 | 34 | 13 | 10 | 0,0199 | 63 19 0,30 Poxm
143418 at | 81 | 87 | 60 | 20 | 24 | 13 | 0,0014 | 76 19 0,25 Yp3
143452 _at | 73 | 63 [ 69 | 39 | 29 | 28 | 0,0006 | 68 32 0,47 Klp67A
143470_at (1798|2358(2130| 362 | 703 | 421 | 0,0006 | 2095 | 495 0,24 LysX
143483 at | 5 7 5 2 2 1 | 0,0041 6 2 0,31 argos
143533 _at [ 65 | 66 | 49 [ 9 | 19 | 15 | 0,001 60 14 0,23 Rb97D
143589 _at | 47 | 68 | 47 | 37 | 16 | 18 | 0,0175 | 54 | 23 0,44 Mdr50
143606_at | 88 | 143 (191 | 25 | 64 | 29 | 0,0175 | 141 | 39 0,28 Cypl8al
143608 _at | 177|194 |208 | 47 | 24 | 69 | 0,0004 | 193 | 47 0,24 Dbi
143666_at | 71 | 56 | 46 | 22 | 37 | 14 | 0,0144 | 57 24 0,42 fzo
143696_at | 139|113 164 | 40 | 65 | 32 | 0,0031 | 139 | 46 0,33 CG4038
143713 at | 25 | 16 | 31 | 6 5 | 14 | 0,0201 | 24 8 0,35 MED20
143762_at |1175|1007({901 | 48 | 18 | 9 | 0,0001 | 1028 | 25 0,02 Eig71Eh
143763 _at (1070|1135| 990 | 323 | 130 | 129 | 0,0002 | 1065 | 194 0,18 Eig71Ei
143777_at | 218|262 (274 | 44 | 37 | 38 | 0,0001 | 251 | 40 0,16 Ahcy89E
143823_at | 37 | 34 | 34 |13 | 11 | 9 2E-05 35 11 0,31 Est9
143834 _at | 233 | 173|150 81 | 43 | 96 | 0,0094 | 185 | 73 0,40 CycB3
143869 _at | 291|354 | 295|102 | 107 | 200 | 0,0048 | 313 | 136 0,44 Vri
143873 _at | 178|153 |177| 49 | 45 | 88 | 0,0012 | 169 | 61 0,36 Fsh
143945 at | 131|134(200| 43 | 52 | 55 | 0,0048 | 155 | 50 0,32 Scp2
144000_at | 148|212 (221 | 49 | 76 |123| 0,012 | 194 | 83 0,43 arg
144108 at | 59 | 70 [ 89 | 20 | 11 | 44 | 0,011 72 25 0,34 CG7694
144116 _at | 29 | 28 | 32 | 6 | 10 | 19 | 0,0054 | 30 11 0,38 CG4865
144147 at (1665|1803(1942( 678 | 687 | 939 | 0,0005 | 1803 | 768 0,43 BM-40-
SPARC
144222 at | 33 | 65| 42 | 4 | 16 | 11 | 0,0109 | 47 10 0,22 CG4793
144235 at | 30 | 36 | 37 | 8 3 3 | 0,0002 | 34 5 0,14 CG8942
144263 at | 22 | 27 | 30 | 14 | 13 | 2 | 0,0106 | 26 10 0,37 CG15262
144264 at | 30 | 31 | 50 | 5 6 | 15| 0,0085 | 37 9 0,23 CG15263
144283 _at | 429|605 | 559 [ 132 | 234 | 265 | 0,0042 | 531 | 210 0,40 CG16876
144311 at | 428 | 496 [ 540|122 | 115|160 | 0,0003 | 488 | 133 0,27 yellow-c
144322 at | 217|328 (301 | 79 |160|117| 0,0081 | 282 | 119 0,42 CG18146
144603_at | 31 | 24 | 32 | 13 | 7 6 | 0,0018 | 29 9 0,29 1(1)G0148
144619 at | 19 | 18 | 17 [ 11 | 6 9 | 0,0019 | 18 9 0,48 CG4547
144701 _at | 478 | 564 | 858 | 280 | 227 | 314 | 0,019 | 633 | 274 0,43 CG12116
144710 _at | 40 | 38 | 65 [ 5 8 4 | 0,0045 | 48 5 0,11 Pptl
144821 at | 16 | 17 | 19 | 6 7 2 | 0,0008 | 17 5 0,30 CG32677
144884 at | 111|100 (100 | 44 | 48 | 42 | 6E-05 | 103 | 45 0,43 1(1)G0237
144905 at | 19 | 14 [ 22 | 8 | 11 | 6 | 0,0091 | 19 8 0,45 CG15738
144988 _at | 206 | 154 (220 (101 | 78 | 83 | 0,0038 | 193 | 87 0,45 CG32645
144996 _at | 43 | 33 | 32 | 8 8 | 27 | 0,0179 | 36 14 0,39 CG15743
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AFFY préba |WT1|wT2|wT3| M1 | M2 | M3l Ptee”seZ':T é\t/\lgg atll\gg Qﬂ?gﬂg;@gﬁ Gén

145170 _at | 12 8 7 5 3 2 0,0199 9 3 0,37 CG12395
145200 at | 59 | 51 | 40 | 7 | 14 | 14 | 0,0014 | 50 | 12 0,23 CG13010
145201 at | 88 |110| 84 | 63 | 25 | 50 | 0,0131 | 94 | 46 0,49 CG13011
145236_at |3410(3865|3384| 737 | 620 (1205| 0,0002 | 3553 | 854 0,24 CG12998
145327_s_at|2244|2884[2980| 863 | 921 |1224] 0,0013 | 2703 [1003 0,37 CG6900
145337 _at | 31 | 32 | 39 6 10 | 18 | 0,0035 34 11 0,34 CG7378
145341_j_at| 236 | 227 | 128 25 | 20 | 18 | 0,0035 | 197 | 21 0,11 CG14191
145412 at | 309 [ 303|350 | 152 | 106 | 206 | 0,0035 | 321 | 155 0,48 CG12656
145466 _at | 113 (101|132 45 | 55 | 56 | 0,0014 | 115 | 52 0,45 CG32521
145471 at | 81 | 74 | 78 | 29 | 31 | 49 | 0,0016 | 78 | 36 0,47 CG1718
145527 at | 33 [ 34 | 36 | 21 | 12 | 11 | 0,0017 35 15 0,42 CG13690
145553 at | 79 | 78 | 65 | 26 | 20 | 20 | 0,0002 | 74 | 22 0,29 CG4375
145568 at | 19 | 21 | 10 3 6 7 0,02 17 5 0,32 CG14342
145572 at | 37 | 23 | 34 | 19| 6 | 4 | 0,0137 | 31 | 10 0,31 robo3

145581 at | 75 | 52 | 55 | 31 | 13 | 24 | 0,0066 | 61 | 23 0,38 lea

145598 at | 208 (182|220 98 | 88 | 97 | 0,0004 | 204 | 94 0,46 CG17646
145603 at | 13 | 27 | 17| 4 | 9 | 4 | 00198 | 19 | 6 0,31 CG31665
145632 _at | 66 | 85 | 85 | 15 | 17 | 12 | 0,0003 79 15 0,19 robl22E
145645 at | 23 |29 |26 | 4 | 7 | 4 | 0,0004 | 26 | 5 0,19 CG3528
145648 at | 32 | 24 | 26 | 15 | 7 | 13 | 0,0046 | 27 | 12 0,43 Cyp309a2
145657 at | 26 | 29 | 32 | 5 | 9 | 12 | 0,0009 | 29 | 9 0,30 CG9879
145677 at | 22 | 34 |31 |15 | 18 | 5 | 0,0175 | 29 | 12 0,43 CG3117
145704 at | 36 | 36 | 39 | 20 | 21 | 12 | 0,0018 | 37 | 18 0,47 E23

145793 at | 51 [ 62 | 58 | 14 | 28 | 13 | 0,0013 57 19 0,33 hoe2

145823 at | 60 | 60 | 61 | 35 | 35 | 16 | 0,0033 | 60 | 28 0,47 nmr2

145861 at | 12 | 20 | 19 8 6 3 0,0074 17 5 0,32 Ucp4B
145895 at | 37 | 39 | 42 | 23 | 13 | 19 | 0,0013 39 18 0,47 CG13981
145896_at | 761 | 755 | 874 | 280 | 319 | 440 | 0,0009 | 797 | 346 0,43 CG9508
145897 at | 56 | 49 | 53 | 17 9 38 [ 0,0116 53 21 0,41 CG9511
145920 at | 19 | 28 | 23 | 5 | 6 | 11 | 0,0028 | 23 | 7 0,30 CG11188
145976_s_at| 107 | 127|194 | 41 | 76 | 50 | 0,0185 | 143 | 55 0,39 CG31904
146030_at | 602 | 986 | 943 | 322 [ 381 | 445 | 0,0109 | 843 | 383 0,45 CG13394
146096 at | 32 | 37 | 35 | 10 | 15 | 12 | 0,0002 | 35 | 12 0,35 CG4382
146267 _at | 51 | 67 | 71 9 30 [ 29 | 0,0057 63 23 0,36 CG14945
146269 _at | 347 | 498 | 523 | 124 | 157 | 206 | 0,004 | 456 | 162 0,36 CG14946
146300 _at | 25 | 20 | 18 | 12 9 4 0,0059 21 8 0,39 CG15483
146325 _at | 726 | 618 | 777 | 233 | 277 | 285 | 0,0004 | 707 | 265 0,38 CG6043
146340 _at | 30 | 42 | 38 5 7 17 | 0,0031 37 10 0,26 CG16954
146350_s_at|2475|1934|1471| 663 | 647 | 607 | 0,0052 [ 1960 | 639 0,33 CG16885
146351_i_at|2199|1973|1320|1038| 675 | 868 | 0,0134 | 1831 | 860 0,47 CG16885
146355 _at | 11 | 16 | 22 2 6 2 0,0123 16 3 0,21 CG18636
146381 at | 41 | 30 | 62 | 14 | 7 | 19 | 0,0177 | 44 | 13 0,30 mdy

146406 _at | 172 (190|187 | 73 | 73 | 64 | 3E-05 | 183 | 70 0,38 CG18563
146515 at | 20 | 21 |38 | 2 | 5 | 7 | 00114 | 26 | 5 0,19 CG13962
146568 at | 53 |37 | 72| 1 | 2 | 2 | 0,0033 | 54 | 2 0,03 ppk13

146588 at | 13 | 12 | 16 7 4 4 0,0017 13 5 0,35 CG17570
146602 at | 14 | 11 |11 | 4 | 7 | 2 | 0,0077 | 12 | 4 0,36 CG1421
146652 _at | 327 (439|497 | 117 | 196 | 174 | 0,0047 | 421 | 162 0,39 CG17337
146684 at | 42 | 21 | 47 | 10 | 11 | 10 | 0,0152 | 37 | 10 0,28 CG17266
146685 at | 14 | 17 | 13 3 6 4 0,0014 15 4 0,28 CG15909
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AFFY préba |WT1|wT2|wT3| M1 | M2 | M3l Ptee”seZ':T é\t/\lgg atll\gg Qﬂ?gﬂg;@gﬁ Gén
146793 at | 43 | 22 | 25 5 5 3 0,009 30 4 0,14 CG14757
146814 at | 229 |188|180| 92 | 41 | 95 | 0,003 | 199 | 76 0,38 CG12780
146850_at | 146 | 194 | 255 | 25 | 44 | 54 | 0,0042 | 198 | 41 0,21 CG13748
146863 at | 11 | 9 | 14| 4 | 7 | 3 [ 0,0133| 11 | 5 0,44 CG13741
146880_at | 96 |102|112| 18 | 41 | 56 | 0,0028 | 103 | 38 0,37 wun2
146900 at | 60 [ 52 | 51 | 29 | 11 | 39 | 0,0166 54 27 0,49 CG10459
147027 _at | 389 | 345 | 416 | 150 | 116 | 184 | 0,0006 | 383 | 150 0,39 CG30035
147028 i at| 793 | 788|838 | 355|404 [ 450 | 0,0001 | 806 | 403 0,50 CG30035
147081 _at | 29 | 21 | 21 6 6 10 | 0,0028 24 7 0,31 CG13162
147121 at | 11 |10 |12 | 4 | 6 | 2 | 0,0018 | 11 | 4 0,37 CG30488
147160 _at | 40 | 46 | 45 | 17 5 14 | 0,0007 44 12 0,28 CG13335
147173 at | 15 |11 |11 | 5 | 2 | 3 | 0,0033 | 12 | 3 0,27 CG30485
147213 at | 58 | 45 | 67 | 17 | 33 | 18 | 0,0075 | 57 | 23 0,40 Adgf-E
147218 at | 10 |12 | 16| 7 | 8 | 5 | 0,016 | 13 | 6 0,49 CG12865
147230 at | 46 | 27 | 52 | 9 | 14 | 8 | 0,0077 | 41 | 10 0,25 CG10265
147304 at |104| 75 | 64 | 41 | 27 | 13 | 0,0105 | 81 | 27 0,34 CG6262
147337 _at | 610 |1083|1250| 96 |212 (330 0,0097 | 981 | 213 0,22 CG6429
147339 at | 270 (349|364 (127|198 | 165 | 0,005 328 | 164 0,50 CG6472
147354 at | 191|179 |272| 63 | 64 | 54 | 0,0032 | 214 | 60 0,28 CG15917
147420 at | 9 | 8 | 11| 6 | 3 | 4 | 00069 | 9 | 4 0,44 CG5719
147421 at | 37 | 33 | 43 9 18 5 0,0023 37 11 0,29 CG14499
147444 _at | 226 | 252|366 | 31 | 89 | 94 | 0,0057 | 281 | 71 0,25 CG10924
147446 at | 53 | 44 | 38 | 10 7 9 0,0007 45 9 0,19 CG30115
147449 at | 53 | 58 | 49 | 8 | 31 | 17 | 0,0044 | 53 | 19 0,35 CG5327
147454 at | 247 163198 | 29 | 51 | 21 | 0,0014 | 203 | 34 0,17

147484 s at| 22 | 20 | 18 6 8 13 | 0,0039 20 9 0,44 CG18606
147487 r at| 51 | 64 | 48 | 30 | 34 | 12 | 0,0126 | 54 | 25 0,47 CG18606
147497 _at |2156(2651|2323(1077|1043| 804 | 0,0006 | 2376 | 975 0,41 cer
147538 at | 44 | 28 | 37 | 20 | 19 | 5 | 0,0166 | 36 | 15 0,41 CG13871
147540 at | 63 [ 38 | 73 | 10 | 16 | 14 | 0,0066 58 13 0,23 CG16739
147559 at | 82 | 82 | 84 | 20 | 17 | 21 | 6E-07 | 83 | 19 0,23 CG13436
147588 _at | 179 | 227 | 227 | 81 [133] 50 | 0,0068 | 211 | 88 0,42 CG9344
147598 at | 183 (189|189 67 | 82 | 84 | 2E-05 | 187 | 78 0,42 Cht4
147654 at | 16 | 15 | 26 | 7 |10 | 5 | 0,0173 | 19 | 7 0,39 CG13501
147679 at | 33 [ 25 | 29 | 13 5 18 | 0,0084 29 12 0,41 CG4752
147754 at | 41 | 35 | 29 | 6 | 23 | 18 | 0,017 | 35 | 16 0,44 CG13539
147772 _at | 48 [ 69 | 46 | 31 | 26 | 14 | 0,0126 55 24 0,43 yellow-d2
147776_at | 564 | 456 | 461 | 110 | 177 | 306 | 0,0059 | 494 | 198 0,40 CG9815
147882_at | 551 | 555|641 | 71 | 132|151 0,0001 | 582 | 118 0,20 Mmp1
147927 at | 46 | 41 | 46 |29 | 3 | 3 | 0,0113 | 44 | 12 0,27 Roclb
147955 at | 24 | 24 | 13| 9 | 9 | 7 | 0,01568 | 20 | 8 0,40 trio
147958 at | 44 | 61 | 49 | 15 | 27 | 32 | 0,0098 51 25 0,48 bab2
147963_at |2045[2210(2417| 599 | 397 | 790 | 0,0002 | 2224 | 595 0,27 CG9192
147964 at | 48 | 31 | 57 | 26 | 14 | 12 | 0,016 | 45 | 17 0,38 CG9187
147971 at | 51 [ 68 | 62 | 30 | 33 | 26 | 0,0026 60 30 0,49 CG2213
148037 at | 23 | 32 | 25 | 14 | 8 | 11 | 0,0044 | 27 | 11 0,41 DmsR-2
148058 at |135(169|165(| 54 | 28 (102 | 0,0085 | 156 | 61 0,39 CG1246
148088 at | 62 | 40 | 43 | 26 | 18 | 13 | 0,0111 | 48 | 19 0,40 CG14958
148106_s_at|5440(5644|4713|1255| 501 |1399| 0,0002 | 5266 |1052 0,20 dro6
148196 at | 52 [ 56 | 51 | 26 | 32 | 19 | 0,0014 53 26 0,48 CG12493
148215 at | 13 | 8 | 11| 5 | 4 | 5 | 0,0087 | 11 | 4 0,42 CG32423
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Pérték T| WT M Atlag arany

AFFY préba (WT1[WT2[WT3| M1 [ M2 | M3l teszt atlag | atlag | Mutans/Vad Gén
148294 at | 19 | 18 | 12 | 2 8 9 | 0,0149 | 16 6 0,36 CG18156
148356_at | 82 | 101|113 | 27 | 12 | 51 | 0,0047 | 98 30 0,31 CG8492
148544 at | 97 | 96 (111 6 | 18 | 63 | 0,0079 | 101 | 29 0,29 CG6327
148546 _at | 44 | 62 | 51 | 14 | 10 | 33 | 0,0096 | 52 19 0,36 CG6310
148623 _at | 291|360 (626 | 41 | 80 | 44 | 0,0113 | 426 | 55 0,13 CG11570
148631 at | 33 | 33 | 32 (21|21 | 7 | 0,0133 | 33 16 0,50 CG17154
148639 at | 10 | 8 | 15| 5 5 4 | 0,0188 | 11 5 0,41 CG6910
148843 _at | 127|103 (156 | 22 | 32 | 43 | 0,0021 | 129 | 33 0,25 CG13075
148860_at | 138|205 |265| 30 | 21 | 48 | 0,0053 | 203 | 33 0,16 CG4950

148880_r_at|6941(6644(5390(3442|2549|3440| 0,0024 | 6325 |3144 0,50 CG13060
148919 _at (209|178 (188 | 91 | 123 | 73 | 0,0026 | 191 | 95 0,50 DpseGA11985
148928 at | 694 | 624 | 556 | 209 | 198 | 343 | 0,0018 | 625 | 250 0,40 CG14059
148960 _at | 32 | 26 | 43 | 19 | 6 5 | 0,0113 | 34 10 0,30 CG6333
148976_at | 142|174 |176| 26 | 68 | 103 | 0,0085 | 164 | 66 0,40 cIn3
148979 _at | 15| 10 | 11 | 4 4 8 | 0,0158 | 12 5 0,45 CG7408
148982 _at | 713|690 (813 | 50 | 48 | 85 | 3E-05 | 739 | 61 0,08 CG7402
149008 at | 22 | 14 | 19 | 6 | 12| 6 | 0,0127 | 18 8 0,42 CG18363

149049 r_at|2797(2771|2425| 419 | 475|368 | 3E-05 |2664 | 421 0,16 CG18294
149083 _at | 135|128 188 | 26 | 71 | 18 | 0,0057 | 150 | 38 0,25 schuy
149206_at | 225|331 (367 | 92 | 62 |101| 0,0037 | 307 | 85 0,28 CG14567
149209 at | 329 | 450 [ 609 | 55 | 106|195 | 0,0096 | 463 | 118 0,26 CG14565
149215 at | 273|325 262 (124|126 | 167 | 0,0017 | 286 | 139 0,48 CG7442
149218 at | 166 | 158 (248 | 38 | 49 | 43 | 0,0036 | 191 | 43 0,23 CS-2
149266 _at | 62 | 79 | 59 [ 28 | 25 | 15 | 0,002 67 23 0,34 CG12582
149267_at | 117|182 (233 | 52 | 66 | 68 | 0,0136 | 177 | 62 0,35 CG14636
149280_at | 15 | 9 8 6 2 1 |00186 [ 11 3 0,26 CG14651
149303 at | 79 | 107|112 | 23 | 39 | 29 | 0,0017 | 99 30 0,30 CG14661
149305_at |5857|5767(5613(1407|2564|3996| 0,0074 | 5746 | 2655 0,46 CG1124
149361 _ at | 22 | 14 | 22 [ 10 | 8 6 | 0,0085 | 20 8 0,41 CG14678
149367_at | 134|185(273| 16 | 32 | 5 | 0,0061 | 197 | 18 0,09 Obp83ef
149403 at | 15 | 22 | 23 | 7 | 14| 5 | 0,0199 | 20 9 0,45 CG15185
149409 at | 87 | 93 | 99 | 40 | 38 | 48 | 0,0002 | 93 | 42 0,45 CG2336
149446 _at | 317|413 495 6 | 10 | 6 | 0,0007 | 408 7 0,02 CG14598
149474 at | 102|120 (115 2 | 17 | 10 | 6E-05 | 112 | 10 0,08 CG7900
149485 at | 26 | 33 | 24 | 9 5 5 | 0,0014 | 28 6 0,22 CG11694
149528 at | 40 | 81 | 86 | 7 | 16 | 13 | 0,0091 | 69 12 0,18 CG9837
149536_at | 58 | 54 [ 63 | 9 | 10 | 30 | 0,0021 | 58 16 0,28 CG31100
149542 at | 31 |30 [ 34| 9 | 13| 9 1E-04 32 10 0,33 CG16734
149543 at | 19 | 23 | 22 | 8 | 16 | 4 | 0,0172 | 22 9 0,43 CG16736
149657 _at | 54 | 59 [ 51 | 33 | 14 | 33 | 0,0075 | 54 | 27 0,49 CG14696
149855 _at | 410|449 |487 (106 | 88 | 172 | 0,0003 | 449 | 122 0,27 Adgf-D
149886_at | 96 |109| 78 [ 50 | 53 | 10 | 0,0135 | 94 | 38 0,40 CG14840
149897 _at | 19 | 18 | 15 [ 10 | 8 7 | 0,0016 | 17 8 0,48 CG31330
149931 at | 20 | 18 | 14 | 4 3 3 | 0,0005 | 17 3 0,18 dpr9
149937_at | 109|162 176 | 56 | 55 | 69 | 0,0066 | 149 | 60 0,40 CG6912
149964 at | 80 | 71 | 74 | 37 | 27 | 44 | 0,0011 | 75 36 0,48 CG14872
149968_at |3259|3954(4080(1113|1509|1741| 0,0009 | 3764 |1454 0,39 CG5399
150016_at | 168|158 (159 | 56 | 58 | 41 | 3E-05 | 162 | 51 0,32 Pak3
150057_at | 63 | 65 [ 63 | 31 | 31 | 29 | 2E-06 64 | 30 0,48 CG12265
150196 _at | 17 | 11 | 17 | 4 2 7 | 0,0066 | 15 4 0,27 CG11626
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150257 _ at | 47 [ 68 | 79 | 25 | 11 | 33 | 0,0112 65 23 0,35 MtnC
150262 at | 68 | 65 | 62 | 21 | 14 | 4 | 0,0003 | 65 | 13 0,20 CG10881
150283 at | 25 | 35 | 36 | 19 | 4 | 18 | 0,0198 | 32 | 14 0,43 CG3822
150284 _at | 156 (198|212 | 25 | 36 | 10 | 0,0004 | 189 | 24 0,13 TotB
150302 at | 41 | 38 | 39 | 22 | 6 | 4 | 0,0044 | 39 | 11 0,27 CG5810
150335 _at | 43 | 59 | 36 3 3 14 | 0,0035 46 7 0,14 fit
150341 at | 18 | 20 | 15| 6 | 2 | 12 | 0,0121 | 18 | 7 0,38 BG4
150412 at | 78 [ 68 | 85 | 25 | 51 | 39 | 0,0063 77 38 0,50 CG13833
150438_at | 790 (1107|1676{ 112 | 202 (178 | 0,0085 | 1191 | 164 0,14 CG6763
150461 at | 52 | 50 | 40 | 11 | 13 | 26 | 0,0031 | 48 | 17 0,35 CG31145
150466 _at | 96 | 68 | 107 | 16 | 19 | 48 0,008 a0 28 0,31 Plip
150472 at | 42 | 30 | 38 | 21 | 7 | 11 | 0,0069 | 37 | 13 0,36 CG13599
150475 at | 27 | 34 | 22 | 18 8 12 | 0,0131 28 12 0,44 CG31140
150504 at | 15| 9 | 16| 2 | 5 | 3 | 0,0081 | 13 | 3 0,24 CG17784
150530_at | 604 |1289|1465| 90 |213|210] 0,0117 |1119| 171 0,15

150565 _at | 588 | 750 | 813 | 151 | 210 | 327 | 0,0023 | 717 | 229 0,32 CG11852
150671_f at| 210 | 194 | 239 | 63 | 26 | 81 | 0,0009 | 214 | 57 0,26 CG5476
150706_at |1395(1350|1346( 355 | 280 | 468 | 3E-05 | 1364 | 367 0,27 CG6131
150707_at |1181|1251|1292| 278 | 264 | 407 | 4E-05 | 1242 | 316 0,25 CG15884
150716_at | 477 | 451|556 | 93 | 101|147 | 0,0002 | 495 | 114 0,23 CG5896
150776_at 9 11 | 11 3 2 4 0,0003 10 3 0,28 CG1894
150779_at |3401|3138(3412| 339 [ 389 | 386 | 3E-06 |3317 | 371 0,11 CG14062
150780 _at | 77 (127|131 | 12 | 53 | 19 | 0,0091 | 112 | 28 0,25 CG9989
150836_at | 205 | 310 | 354 | 74 | 90 | 154 | 0,0109 | 290 | 106 0,37 Obp99d
150946 _at | 37 | 22 | 39 3 5 6 0,0032 32 4 0,14 CG1499
150955 at | 70 [ 75 | 71 | 31 | 46 | 15 | 0,0052 72 31 0,42 CG2191
151003 _at | 232 | 288|349 | 69 | 74 | 142 | 0,0045 | 290 | 95 0,33 Buffy
151092_at | 490 | 680 |1263| 20 | 38 [ 90 | 0,0155 | 811 | 49 0,06 CG14244
151132 at | 13 | 8 | 16| 5 | 4 | 2 | 0,0119 | 12 | 4 0,29 CG11666
151142 at | 131| 90 | 98 | 44 | 48 | 62 | 0,0081 | 106 | 51 0,48 jbug
151217 at | 38 | 40 | 61| 1 | 1 | 1 | 0,0016 | 46 | 1 0,02

151262 at | 31 | 29 |48 | 1 | 3 | 1 | 0,0024 | 36 | 2 0,05
151268_j_at|1442|1339|1454| 155 | 240 | 157 | 6E-06 | 1412 | 184 0,13 CG13069
151272_at | 236 | 304 | 234 | 39 | 57 | 105 | 0,0016 | 258 | 67 0,26

151287 _at | 205|253 |347| 42 | 54 | 48 | 0,0031 | 268 | 48 0,18 Nplp2
151301_at | 544 | 614 | 506 | 136 | 117 | 162 | 0,0001 | 555 | 138 0,25 CG13315
151423 at | 19 | 19 | 14 |11 | 7 | 5 | 0,0002 | 17 | 8 0,44 CG15867
151433 at | 12 | 15 | 16 5 11 4 0,018 14 6 0,45 CG16978
151438 at |12 | 9 | 10| 4 | 3 | 2 | 0,0007 | 11 | 3 0,27 cenG1A
151442 at | 433 (415|467 | 128|160 | 205 | 0,0003 | 438 | 164 0,38 mol
151458 _at | 127 | 115|164 | 74 | 65 | 63 | 0,0053 | 135 | 67 0,50 CG31676
151496 _s at| 688 | 868 | 871|313 [ 333|337 | 0,0007 | 809 | 328 0,41 CG14526
151680_at | 128|142 | 115| 66 | 58 | 48 | 0,0008 | 128 | 57 0,44 CG31152
151826_at |4620|5759|5243[1506(1472[2209] 0,0005 | 5207 [1729 0,33

151885 _at | 119|143 |132| 67 | 53 | 68 | 0,0007 | 131 | 63 0,48 CG9009
151938 at | 30 | 30 | 32 | 13 | 3 | 3 | 0,001 | 31 | 6 0,21 CG18178
151961 at | 530 (522|523 (149 |165(194| 6E-06 | 525 | 169 0,32 CG5397
151976 at | 61 | 77 |60 | 6 | 5 | 29 | 0,0027 | 66 | 13 0,20 kal-1
152059 _at | 414 | 405|382 | 161 | 188|195 | 5E-05 | 400 | 181 0,45 CG1516
152102_at | 240 (212|249 8 | 14 | 16 | 2E-05 | 234 | 13 0,05 CG9119
152104 at | 5 |10 | 10| 2 | 1 | 3 | 0,004 | 8 | 2 0,26 Ipk1
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AFFY préba |WT1|wT2|wT3| M1 | M2 | M3l Ptee”seZ':T é\t/\lgg atll\gg Qﬂ?gﬂg;@gﬁ Gén
152139 at | 62 | 36 | 47 | 21 | 12 | 17 | 0,0087 48 17 0,35 CG17352
152155 _at | 806 |1002|1006| 295 | 448 [ 536 | 0,003 | 938 | 426 0,45 CG9338
152171 at | 19 | 27 | 33 | 13 | 10 | 13 | 0,0126 | 26 | 12 0,45 Gyc99B
152181 at | 21 | 33 | 22 | 11 | 16 | 10 | 0,0175 25 13 0,49 CG9631
152183 at | 72 | 81 |103| 50 | 28 | 37 | 0,0065 | 86 | 38 0,45 CG4680
152196 _at | 279(292|387| 31 | 74 | 89 | 0,0013 | 319 | 65 0,20 CG10345
152200 at | 43 |58 | 53| 2 | 7 | 1 | 0,0003 | 51 | 3 0,06 ry
152206 _at | 135|156 | 207 | 62 | 96 | 84 0,011 166 | 81 0,49 CG12024
152246 at | 86 | 97 | 131 37 | 35 | 46 0,005 105 | 39 0,38 CG7888
152253 at |122| 94 |135]| 18 | 17 | 39 | 0,0015 | 117 | 25 0,21 CG12582
152321 at | 95 (102|103 | 22 | 35 | 18 | 8E-05 | 100 | 25 0,25 CG4462
152328 at | 39 | 28 | 35 | 8 | 14 | 11 | 0,0017 | 34 | 11 0,33 CG3544
152348 at | 24 | 23 | 27 | 13 5 11 | 0,0024 25 10 0,39 olf413
152382_at | 142 | 152|201 | 37 | 47 | 100 | 0,0092 | 165 | 62 0,37 CG7149
152515 _at | 552 | 517 | 623 | 227 | 274 | 261 | 0,0004 | 564 | 254 0,45 Pgi
152556 at | 59 [ 63 | 72 | 17 | 11 | 34 | 0,0026 65 21 0,32 Ser7
152558 at | 83 | 68 | 91 | 50 | 39 | 32 | 0,0043 | 81 | 40 0,50 CG3376
152565 _at | 472 | 655 | 555 | 156 | 134 | 285 | 0,0032 | 561 | 192 0,34 Zeelinl
152640 at | 91 | 56 | 105| 44 | 21 | 37 | 0,0178 | 84 | 34 0,40 CG13917
152654 at | 102 | 94 |100| 56 | 32 | 49 | 0,001 | 99 | 46 0,46 CG15279
152664 at | 28 | 29 | 31 7 9 9 3E-05 29 8 0,27 CG6059
152705_at | 102 | 89 | 104 | 48 | 49 | 49 | 0,0002 | 99 | 49 0,49 Ark
152784 at | 75 [ 93 |100| 29 | 32 | 35 | 0,0008 90 32 0,36 CG6656
152798 at | 61 | 74 | 82 | 18 | 20 | 11 | 0,0006 | 72 | 16 0,23 Cypl2cl
152804 at | 52 | 70 | 36 9 12 | 25 | 0,0138 53 15 0,29 Est6
152848 at | 507 [ 503 | 537 | 264 | 235 | 210 | 6E-05 | 516 | 236 0,46 CG1698
152867 at | 16 | 14 | 11| 6 | 5 | 6 | 0,0044 | 13 | 6 0,44 CG7180
152885 at | 52 [ 90 | 71 | 12 | 10 | 36 | 0,0101 71 19 0,27 CG17843
152929 at | 33 | 44 | 29 | 22 | 9 | 10 | 0,0103 | 35 | 13 0,37 CG4288
152932 _at | 196 (318|385 52 | 41 | 53 | 0,0052 | 300 | 49 0,16 e
152974 _at | 111|104 |120| 39 | 71 | 29 | 0,0041 | 112 | 46 0,41 Ace
153000_at | 116 | 151|160 | 27 | 55 | 98 | 0,0141 | 142 | 60 0,42 CG12105
153068 at | 47 | 23 | 40 | 10 5 5 0,0079 37 7 0,18 capa
153088 _at | 252 | 290 | 341 | 125 [ 129 | 103 | 0,0015 | 294 | 119 0,40 pst
153122 _at | 188 (219|235( 96 | 94 (108 | 0,0007 | 214 | 99 0,46 ade2
153197 at | 418 | 277 | 371|122 [ 113209 | 0,0079 | 356 | 148 0,42 Eip75B
153287 _at | 211 (293|340 (127|114 (169 | 0,0121 | 281 | 137 0,49 CG2924
153367_at |1189(1596|1850( 49 | 71 | 131 | 0,0008 | 1545| 84 0,05 Ect3
153368_at |1060|1205|1196| 451 | 520 | 514 | 0,0001 | 1153 | 495 0,43 fat-spondin
153371_at | 107 | 134|148 | 8 | 12 | 44 | 0,0014 | 130 | 21 0,16 CG3630
153373 _at |1212(1030|1327( 526 | 375 | 617 | 0,0018 | 1190 | 506 0,43 CG8036
153391 _at | 651 | 432|381 | 191 | 126 | 158 | 0,009 | 488 | 158 0,32 CG16884
153393 at | 121 (105|101 6 45 | 38 | 0,0021 | 109 | 30 0,27 st
153397 at | 40 | 35 | 43 | 24 | 15 | 19 | 0,0028 | 39 | 19 0,50 CG8494
153425 _at | 734 | 760 | 869 | 275 | 243|433 | 0,0014 | 788 | 317 0,40 CG8501
153426 _at | 134 (220|172 | 48 | 20 | 54 | 0,0038 | 175 | 41 0,23 CG14523
153582_at | 509 | 464 | 496 | 132 | 146 | 211 | 0,0002 | 489 | 163 0,33 CG13101
153652 _at | 177 (185|265 75 | 66 | 86 | 0,0049 | 209 | 76 0,36 CG8449
153668 at | 107 | 61 | 84 | 50 | 31 | 41 | 0,0192 | 84 | 41 0,48 CG4022
153672 _at | 61 | 73 | 82 | 10 | 26 | 41 | 0,0066 72 26 0,35 CG3587
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153861 at | 23 | 17 | 23 3 7 5 0,0015 21 5 0,24 CG6985
154027 at | 44 | 31 | 25 | 15 9 12 | 0,0104 33 12 0,36 CG9114
154068 at | 48 | 52 | 37 | 18 | 14 | 23 | 0,0029 46 19 0,41 CG9300
154082_at | 64 | 66 | 57 | 15 | 18 | 30 | 0,0008 62 21 0,34 DsimHmr
154097 _at | 91 | 61 (103 | 15 | 20 | 14 | 0,0028 85 16 0,19 chrb
154222 at | 58 [ 53 | 57 | 26 | 12 | 17 | 0,0005 56 19 0,33 CG1109
154266 at | 98 | 94 (112 | 24 | 27 | 27 8E-05 101 | 26 0,26 Ada2b
154273 at | 505 (578|632 (237|276 (280 | 0,0007 | 572 | 264 0,46 HmgD
154285 at | 279 (308|284 (129 | 136 | 144 | 5E-05 | 290 | 136 0,47 CG5522
154318 at | 45 [ 94 [ 75 | 16 | 24 | 34 | 0,0189 71 25 0,35 Cyp6al3
154391 at | 642 (722|530 (272|293 247 | 0,0016 | 631 | 271 0,43 CG7777
154392 at | 28 | 41 | 31 | 11 | 18 | 14 | 0,0067 34 15 0,44 CG6005
154466 _at | 301 |273(420(139 (170|152 | 0,0091 | 331 | 154 0,46 myoglianin
154485 at | 476 | 497 | 467 | 193 | 228 | 273 | 0,0003 | 480 | 231 0,48 kel
154549 at | 84 | 47 | 68 | 38 | 14 | 27 | 0,0176 66 26 0,40 CG14896
154582 at | 73 | 70 [ 78 | 36 | 20 | 41 | 0,0016 74 32 0,44 msi
154615 at | 32 [ 25 | 38 | 20 9 15 | 0,0117 32 14 0,45 CG3430
154661 at (218 (250 (289 60 (114 | 94 | 0,0016 | 252 | 89 0,35 mdy
154691 at | 223 (195|303 59 | 70 | 90 | 0,0038 | 240 | 73 0,30 CG3502
154842 at | 18 | 26 | 31 5 14 4 0,0123 25 8 0,31 CG3221
154850 _at | 943 [1006({ 975 (217 (209|351 | 7E-05 | 975 | 259 0,27 CG8483
154866 _at | 70 | 57 | 59 | 34 | 33 | 25 | 0,0016 62 31 0,49 asp
154889 at (109 (132|132 47 | 44 | 96 | 0,0139 | 124 | 62 0,50 Pli
155060 _at | 245 (244|279 | 27 | 54 | 67 | 0,0001 | 256 | 50 0,19 CG8223

A microarray kisérletben Ada2b hidnyaban novekedett expresszidju gének listaja és

expresszids valtozasa.

AFFY préba | WT1 |wT2 |WT3 | M1 | M2 | M3l ?fétsez': é\t’\lgg étllvfilg Gﬂf‘gﬂi;@% Gén
141299 at | 19,1 | 41,8| 30 |57,9| 76,5 | 49,5 |0,0199| 30,3 | 61,3 | 2,0231 CG12104
141306_at | 30,1 | 50,4 | 51,3 |210,7|193,1|191,5| 4E-05 [43,933(198,43| 4,5167 CG5431
141338 at [161,5|114,9( 114 |320,8|356,8|206,8/0,0131(130,13| 294,8 2,2654 CG1342
141375 _at |351,1]249,9]206,9| 1146 |659,2| 894 |0,0064| 269,3 [899,73| 3,341 CG5656
141384 at |3485|2551(1257|6551(459414539(0,0195(2431,1(5228,1| 2,1505 CG12164
141406_at | 37 |27,1]39,5 83,8 |131,7| 77,3 |0,0115|34,533| 97,6 | 2,8263 CG8129
141440 at | 1,5 | 2,9 |13,2]23,7|18,9|21,1|0,0088(5,8667(21,233| 3,6193 b
141441_at | 18,8 | 12,7 | 16,3 | 76,9 |111,7|119,4/0,001415,933(102,67| 6,4435 CG8539
141449 at | 6,2 | 4,9 | 4,1 |179,9/190,4] 85,1 |0,0059(5,0667| 151,8 | 29,961 CG33128
141469 at | 9,5 | 10,3 | 18,4 |263,2(252,2|184,9|0,0004 (12,733(233,43| 18,332

141510 at | 7,3 | 9 | 5,9 | 44,5]26,8|29,7|0,0046| 7,4 |33,667| 4,5495 CG31801
141641 at (167,5|133,4( 149 |398,7(272,5|376,1|0,0038(149,97| 349,1 2,3279 cher
141649 _at | 21,5 | 16,1185 | 45,7 | 41 |35,8 |0,0012| 18,7 |40,833| 2,1836 CG31110
141704_at |114,2| 85,5 | 89,8 |480,9]456,1|406,2| 6E-05 | 96,5 |447,73] 4,6397 CG6214
141811 at (153,8|142,2(137,5|383,6(406,4|317,2|0,0006| 144,5 (369,07| 2,5541 Psa
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141964 at | 1,8 | 26 | 2,3 | 56 | 6,7 4 10,0087|2,2333(5,4333| 12,4328

141976_at | 10,5 | 20,2 | 16,5 | 31,3 | 37,6 | 33,3 |0,0028|15,733(34,067| 2,1653

141996 _at | 26,4 | 9,4 | 8,9 |148,9|158,2[139,5] 4E-05 | 14,9 |148,87| 9,9911

142117 at | 7,6 |10,8| 1,4 | 18,7|16,3|15,7| 0,012 | 6,6 16,9 2,5606 CG9754
142169 at | 8,6 | 7,9 | 2,8 | 19,6 | 33,6 | 26 |0,0054[6,4333| 26,4 | 4,1036 CG4468
142193 at 18,1109 9,6 |52,9|24,4|46,9|0,0173(12,867| 41,4 3,2176 pnt
142211 _at | 72,2 | 73,8 | 70,3 |263,2[140,3[278,9] 0,012 | 72,1 |227,47| 3,1549 CG15094
142212 at | 186 |141,2| 90,1 |641,6|368,2| 553 |0,0055| 139,1 |520,93 3,745 1(2)08717
142219 _at |1174|1167|1253|3025|2674|2168|0,0024[1197,9[2622,4] 2,1892 Ance-4
142236_at |103,6|137,8| 66,7 |451,8[403,5] 373 |0,0003| 102,7 |409,43| 3,0867 CG11786
142248 at | 97,1 |117,4] 96,8 |253,1]206,3|187,8]0,0028(103,77[215,73] 2,079 Glaz
142253 at | 1,1 | 2,3 | 0,7 |10,2| 9 |14,8|0,0028|1,3667|11,333| 8,2927 CG10560
142288 at | 6,3 | 6,8 | 5,5 |11,8(13,9|12,6 |0,0004| 6,2 (12,767 2,0591 CG18682
142293 _at | 94,7 |109,9 99,8 |336,3| 268 [272,6/0,0005|101,47| 292,3| 2,8807 kar
142324 _at |104,5| 87,8 | 74,4 |156,7| 180 |199,8/ 0,002 | 88,9 [178,83] 2,0116 CG10618
142350 _at | 4,4 | 14,1|19,2 | 34,5 | 38,6 | 31,7 |0,0047[12,567(34,933] 2,7798 yellow-12
142360 _at | 12,7 | 17 |21,1|46,7 | 52,4 | 41,8 |0,0008(16,933[46,967| 2,7736 CG6704
142364 at (190,8|134,4(142,4|369,9(267,8|304,9/0,0051 (155,87 314,2 2,0158 HBS1
142370 _at |117,2| 76,8 | 77,3 |170,7|227,9[193,9/0,0037|90,433| 1975 | 2,1839 fus
142386_at | 68,3 | 47,5 | 25,9 |302,4|238,7(324,8(0,0005[47,233[288,63] 6,1108 CG6484
142397 _at 2 2,7 2 36 | 48 | 52 |0,0063|2,2333(4,5333| 12,0299 CG32833
142418 _at | 10,4 | 6,4 | 17,8 | 26,7 | 20,8 [ 26,2 |0,0137|11,533[24,567| 2,1301 CG4641
142451 at | 18,4|22,5|16,8|43,6|37,5|37,2|0,0008(19,233|39,433| 2,0503 Su(Tpl)
142491 at | 40,1 | 37,7 [31,5|98,4 | 93,7 | 77 |0,0008(36,433| 89,7 | 2,462 CG11870
142492 at | 20,1|27,2|30,5|81,2|83,8|55,6|0,0037(25,933|73,533| 2,8355 Esp
142496 at | 1,2 | 3,1 | 3,3 | 12,6 13,6 | 9,9 |0,0009(2,5333|12,033 4,75

142593 _at | 11,8 | 15,5 | 19,8 | 31,4 | 33,4 | 34,2 |0,0011| 15,7 | 33 | 2,1019 PTP-ER
142624 at | 33,3 | 48,5 | 56,2 |116,8(107,3|104,4/0,0006( 46 |109,5 2,3804 CG18542
142720 _at | 17,6 | 7,2 | 17,5|33,6 | 45,1 | 32,9 |0,0058| 14,1 | 37,2 | 2,6383 CG11660
142741 at | 87,8 |48,3|67,5(457,5(271,3|221,9/0,0133(67,867| 316,9 4,6694 CG30101
142742_at |540,7|431,6(341,4{ 2241 17281367 |0,0033| 437,9 [1778,6] 4,0617 CG30101
142823_at | 52,4 | 48,1 54,1 |104,1| 91 | 124 |0,0025|51,533[106,37| 2,064 rap
142868 at |12,2| 55| 4,5 |51,2|62,2|37,3|0,0024| 7,4 |50,233| 6,7883 CG6431
142902 at | 4 | 6,6 | 9,8 | 23,8|39,3[45,5|0,0058] 6,8 | 36,2 | 5,3235 CG12507
142930 _at |14,1| 8,6 | 8,2 |31,9|27,3|26,1|0,0011| 10,3 |28,433| 2,7605 CG7737
142950 _at | 16,2 | 4 |19,4 |145,2(128,4[126,2| 5E-05 | 13,2 |133,27| 10,096 CG7953
142951 at | 24,7 |17,8| 16 |58,9|70,7 52,4 |0,0012| 19,5 |60,667| 3,1111 CG7916
142955 at | 3,9 | 3,6 3 91| 6,6 |12,7]0,0145| 3,5 (9,4667| 12,7048 CG5770
142959 _at | 2694|1922 (1067|5071 3055 [4791|0,0187|1894,4[4305,8] 2,273 GCR(ich)
142962 _at (13,6 2 |10,2|33,4|30,6|31,8|0,0014| 8,6 |(31,933] 3,7132 CG6749
142969 _at |518,7|629,2(682,5[ 1969 [ 2227 [2209 | 5E-05 |610,13[2134,9] 3,4991 Cys
143079 at | 54 | 55 | 5 |30,7|31,5|21,4|0,0011| 53 |27,867| 5,2579 ase
143134 _at | 12,8] 6,2 | 8,2 | 26,4 | 28,6 | 25,5 |0,0006(9,0667|26,833| 2,9596 Dsk
143147 _at | 79,1 | 148 [121,1|193,8| 274 [363,6/0,0192|116,07[277,13| 2,3877 Eip71CD
143181_at |1049|869,3|722,9|2182|1361|1774|0,0125(880,37|1772,4] 2,0133 Gs2
143200 _at | 53,4 | 42,2 | 60 |128,3[112,7[112,5[0,0004|51,867|117,83] 2,2719 if
143222 at | 85,4 (59,8 | 47,3 |280,7(206,8|165,8/0,0062(64,167(217,77| 3,3938 Cyp303al
143257 _at | 18,5| 14,7 14,6 | 35,5|31,5| 34,5|0,0003(15,933|33,833| 2,1234 mei-W68
143276_at | 1614 | 2402 2561|5828 [5356 [4693|0,0011(2192,5[5292,3| 2,4139 MtnA
143299 at [1522|1540(1567 4067|3898 |3652 | 2E-05 [1542,8(3871,9| 2,5096 Pepck
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P érték

WT

Atlag arany

AFFY préba | WT1 | WT2 [ WT3 | M1 M2 | M3l Tteszt | atlag | atlag |Mutans/Vad Gén
143309_at | 49 | 23| 1,8 [13,5| 8 7,3 (0,0195| 3 9,6 3,2 Poxn
143332_at | 14,6 | 13 |17,9(59,5|69,7 | 58,1]0,0001(15,167(62,433| 4,1165 Sb
143346_at | 52,8 | 46,4 | 42,5 (130,2(191,4|138,8|0,0027 (47,233(153,47| 3,2491 Sgs3
143359 _at |21,7|26,9|22,3(52,9|54,2| 57 |5E-05|23,633| 54,7 2,3145 sog
143385 at | 2,7 | 35| 3,7 |72 |98 | 7,8 |0,0021| 3,3 (8,2667| 2,5051 Try
143401_at | 4,4 | 39 | 2,3 [21,8|25,9]|13,3|0,0056|3,5333|20,333| 5,7547 Uro
143464 _f at|2657|2809(2182|7808|6693|6991(0,0001|2549,4|7163,8 2,81 LysA
143466_f_at|2202 (1881|1694 |6590 (5761|5566 (0,0002(1925,8|5972,2| 3,1011 LysS
143467_f at|1303 (1198|1038 |5733 (5243|4987 | 3E-05 (1179,4|5321,1| 4,5119 LysE
143534 at | 42,7 | 46,1 | 56,7 [147,9| 80,2 (113,2|0,0155| 48,5 (113,77| 2,3457 Eip63F-1
143553_at | 13,2| 5,9 | 3,6 [41,2|30,7|27,70,0035|7,5667| 33,2 4,3877 Sox15
143605_at |1146|1379|1062[3027 (3289 |2992| 7E-05 (1195,5(3102,8| 2,5955 Drs
143636_at | 63 | 58,1 | 48,6 (166,2| 116 |124,6| 0,004 |56,567| 135,6 | 2,3972 dia
143673 at | 1 26 134|195 71| 6,4 |0,0052|2,3333|7,6667| 3,2857 Mst57Dc
143683 at | 8,5 | 4,8 | 7,6 [34,2|46,1|24,7]0,0056(6,9667| 35 5,0239 byn
143754_at | 9 64 (10,1|21,8|19,8|18,3(0,0008| 8,5 (19,967 2,349 gcm
143768 at | 44 | 1,2 | 46 (18,6 8,3 |12,4]0,0192| 3,4 | 13,1 3,8529 Hr38
143790_at | 28,9| 50 |39,8 (70,6 |101,4|91,2|0,0058|39,567|87,733| 2,2174 Rala
143796_at | 34,8 | 64,5 | 51,7 [162,1(161,4(129,4|0,0009(50,333(150,97| 2,9993 Try29F
143809 _at | 16,3 | 12,6 | 8,5 (36,8 36,4 |22,3]0,0107(12,467(31,833| 2,5535 mbl
143817_at | 7,5 | 2,7 | 3,9 [14,5|14,9|12,3|0,0026| 4,7 | 13,9 2,9574 tap
143926 _at | 9,7 | 49 | 5,3 [27,7|15,6 | 18,7 |0,0118(6,6333(20,667| 3,1156 GluRIIB
143939_at |104,6/107,3| 91,8 | 202 | 257 |226,3|0,0008|101,23|228,43| 2,2565 Lcp65Aa
143958 at |167,4| 127 |136,6(956,6(774,1|1326|0,0029(143,67| 1019 7,093 Tsfl
144029_at | 7,5 8 |12,1(14,1|25,4|21,5|0,0185| 9,2 |20,333| 2,2101 agt
144056_at | 9,9 | 12,6 | 27,7 | 36,6 | 48,5| 32,2 |0,0193|16,733| 39,1 2,3367 CG14780
144144 at | 79 | 3,2 |{18,3(21,7(315(|27,5|0,016 | 9,8 | 26,9 2,7449 Hus1-like
144150_at |304,2|207,2|352,3|663,2|650,9|608,3|0,0008| 287,9 | 640,8 | 2,2258 tafazzin
144185 at |136,1| 93,6 | 72,3 (1333|1049 | 679 |0,0042(100,67| 1020 10,133 Osib6
144236_at | 20,7 | 15,2 18,4 |47,1|59,4|40,4| 0,003 | 18,1 |48,967| 2,7053 A3-3
144370 _at | 26 | 2,7 | 2,7 | 43 | 5,8 | 7,8 |0,0156(2,6667(5,9667| 2,2375 CG11384
144378 at |130,1|112,2| 107 (234,1(289,5(217,8|0,0023(116,43(247,13| 2,1225 CG11382
144417 at | 4,7 | 43 | 3,2 | 6,9 |12,4| 8,6 |0,0181|4,0667| 9,3 2,2869 CG14417
144426 _at | 23 | 3,2 | 25| 7,2 | 6,2 | 55 |0,0015(2,6667| 6,3 2,3625 CG14423
144521 _at |404,1|444,7|325,5(3439|2317|3123|0,0008|391,43|2959,6| 77,5608 CG15784
144570_at |114,9| 72,4 | 52,7 [290,9(255,9(163,9|0,0102| 80 |[236,9| 2,9613 CG5928
144578_at | 4,4 | 7,2 | 41 [12,5|10,6 |12,1|0,0024|5,2333|11,733| 2,242 Ca-1T
144660_at | 1,1 | 1,4 1 28 | 59 | 3,7 |0,0165(1,1667|4,1333| 3,5429 CG15324
144676_at | 3,2 | 24 | 1,2 [ 6,5 | 8,4 | 5,1 |0,0085(2,2667(6,6667| 2,9412 CG2256
144690_at | 3,1 | 1,2 | 3,6 [10,4|22,5|17,1|0,0086|2,6333|16,667| 6,3291 sdt
144703 at | 8,3 | 13,6 | 5,6 [33,136,1|31,7|0,0004(9,1667(33,633| 3,6691 CG15349
144716_at | 21 |12,2| 9,7 | 47 |31,5|28,6|0,0163| 14,3 | 35,7 2,4965 CG10648
144772 _at | 35 |34,5|22,3(71,5(112,8| 70,8 |0,0099| 30,6 (85,033 2,7789 CG15249
144793 at | 36,2 | 28,5 | 40,7 | 86,3 (126,6( 95,9 |0,0029(35,133(102,93| 2,9298 CG15307
144794 _at | 67,9|70,8| 71,4 (197,1|145,6|175,1|0,0012|70,033| 172,6 | 2,4645 CG12641
144818 at | 1,3 3 [10,2(11,9(19,7|22,2]0,0169(4,8333(17,933| 3,7103 CG9806
144819 _at | 2,1 | 1,9 | 2,3 (10,6 |14,1|14,3|0,0004| 2,1 13 6,1905 CG2111
144824 at |119,7| 83,9 | 87 [215,9| 191 | 214 |0,0007(96,867(206,97| 2,1366 CG1826
144843_at | 2,1 | 2,4 | 0,9 (13,9|18,3|11,9|0,0013| 1,8 | 14,7 8,1667 CG1545
144851_at |1146|1351|1313(3729|2783|4145|0,0025|1269,9|3552,2| 2,7972 CG15199
144860_at | 7,2 |11,1| 5,3 [19,4| 18 |14,5|0,0068(7,8667( 17,3 2,1992 CG12624
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AFFY préba | WT1 | wT2 [wT3 | M1 | M2 | M3l ';teétsez': é\':\lgg étll\glg Gﬂf‘gﬂi;@gﬁ Gén
144918 at | 23 |23,2|31,4|100,2| 68,9 | 85,5 0,0017(25,867(84,867| 3,2809 CG32656
144952 _at | 20,1 | 23 |26,8|50,6 | 61,4 | 36,8 |0,0117| 23,3 | 49,6 | 2,1288 CG11085
144956 _j at| 2 | 1,9 | 1,8 | 29 | 52 | 5.1 |0,0147| 1,9 | 44 | 23158

144986_at |124,4] 95,9 | 77,5 |274,3[171,3[189,3]0,0157(99,267(211,63] 2,132 rad
145014 _at | 74,4 | 71,2 | 68,1 |181,2[193,5] 168 | 7E-05 [71,233] 180,9| 2,5395 CG15756
145048_at |219,4]217,6|177,1| 556 |529,1[456,3|0,0004] 204,7 | 513,8| 2,51 CG12481
145053 at | 3,9 | 11,4 |11,7|33,3| 23 |20,1]0,0128] 9 |25467| 2,8296 I(1)G0469
145054_at | 30,1 | 14,1 | 24,7 | 55,7 | 58,3 | 48,9 |0,0023|22,967| 54,3 | 2,3643 1(1)G0469
145085 _at | 14,4 | 7,3 | 0,9 | 25,7 30,7 | 22 | 0,008 [7,5333[26,133] 3,469 CG9518
145087 at | 4 | 1,8 | 0,9 | 31,8 19,2 23,1 |0,0021[2,2333| 24,7 | 11,06 CG9514
145088 at | 40,6 |39,1(39,5|91,8 | 130 |140,2|0,0027(39,733(120,67| 3,0369 CG14406
145149 at | 2,2 | 2,7 | 6,2 | 146 7,3 |12,6|0,0181| 3,7 | 11,5 | 3,1081 CG8260
145275 at | 2,8 | 7,3 | 10,6 |13,8|14,1|17,9|0,0165| 6,9 |15,267| 2,2126 CG15373
145293 at | 9 | 5,1 |14,3|37,7 | 37,8 22,6 |0,0076|9,4667| 32,7 | 3,4542 CG15061
145306 _at | 2,5 | 3,4 3 54 | 9,3 6 ]0,0169(2,9667| 6,9 2,3258 CG15044
145348 at 2 7,7 | 9,4 |25,7|28,7|20,410,0025|6,3667(24,933| 3,9162 RhoGAP18B
145357 at | 42 | 3,6 | 39 | 83 | 85 | 7,1 |0,0005| 3,9 |7,9667| 2,0427

145358 at | 54 | 7,2 | 7,3 | 11,1|19,2|22,4|0,0165(6,6333(17,567| 2,6482 CG7876
145371 _at | 18,9 | 15,6 | 12,3 | 31,7 | 32,5 | 34,4 |0,0006| 15,6 |32,867| 2,1068 CG7884
145391 at | 6,8 | 16,6 |14,3| 25 |30,2|22,5|0,0116(12,567| 25,9 2,061 CG12231
145431 _at |270,5| 261 |350,2|1409[1150(1097|0,0004| 293,9 1218,7] 4,1465 CG12531
145477 at | 19 | 3 | 27 | 6,9 | 51 | 5.1 |0,0049[2,5333] 5,7 2,25 CG1702
145519 at | 0,7 | 0,6 1 211 22| 1,8 |0,0009/|0,7667(2,0333| 2,6522 CG12564
145529 at | 3,1 | 3,3 | 35 |12,1| 7,4 | 11,6 |0,0046] 3,3 |10,367| 3,1414 kis
145608 _at 3 19152 |68 6,2 ]| 7,2 |0,0146|3,3667|6,7333 2 CG13692
145616 at | 6 | 6,5 | 6 |358|29,233,9]8E-05|6,1667|32,967| 5,3459 CG15358
145680_at | 116 |101,1[104,1|277,5| 288 |286,2| 3E-06 |[107,07| 283,9| 2,6516 | lectin-22C
145681 _at |184,6|198,4|199,9[424,9]505,6[430,2(0,0003| 194,3 [453,57| 2,3344 CG31694
145722 at | 0,8 | 2,1 | 2,1 | 29 | 3,6 | 4,3 |0,0155(1,6667| 3,6 2,16 CG31694
145759 _at | 29,5 | 16,2 | 23,4 | 46,1 | 55,7 | 44,9 |0,0037(23,033| 48,9 | 2,123 CG8853
145768 at | 1,6 2 1 3,7 (51| 3,9 |0,0034|1,5333(4,2333| 2,7609 CG15432
145781 at | 3,9 | 44 | 25 | 8,1 | 14,1 10,4 |0,0084] 3,6 |10,867| 3,0185 CG15627
145844 at | 185 |161,9(129,6|307,3(328,1|353,2|0,0006(158,83(329,53| 2,0747 CG11147
145866 _at | 9,8 | 21,2 8,9 | 49,8 |51,7|29,1|0,0107| 13,3 [43,533| 3,2732 CG13995
145881 at | 9,7 | 12,6 | 11,2 | 46,8 | 44,3 | 27,9 |0,0044|11,167|39,667| 3,5522 CG9486
145893 at | 0,9 | 1,8 | 4,7 |11,5|11,9|11,1|0,0008(2,4667| 11,5 4,6622 CG9500
145964 at | 7 | 5,7 | 8,6 |20,2[30,2| 28 |0,0019] 7,1 |26,133] 3,6808 CG13791
145997 at | 3,4 | 8,9 7 130,1|49,8|39,4(0,0024(6,4333|39,767| 6,1813 snoN
146060_at |937,8| 944 [821,7|2184[1995[1925|0,0001|901,17[2034,7| 2,2579 CG9568
146080 _at | 17,9 | 2,6 |13,1|33,6 | 38,5| 22 |0,0194| 11,2 |31,367| 2,8006 CG3748
146086 _at | 2,9 | 4,9 2 65|76 | 98 |0,0111|3,2667(7,9667| 2,4388 CG3759
146121 at | 36 | 3,1 | 57 | 12,8|11,4| 7,9 |0,0084|4,1333| 10,7 | 2,5887 CG13133
146178 at (102,3| 59,8 | 48,7 |242,7(175,4|184,8| 0,004 [70,267(200,97| 2,8601 CG31871
146194 at | 09 | 1,3 | 1 | 2,5 | 3,1 | 3,6 |0,0021[1,0667|3,0667| 2,875 CG18561
146223 at | 2,1 | 8,8 [13,5]24,5(19,7| 21 |0,0098(8,1333(21,733| 2,6721 CG14914
146225 at | 8,3 | 17,3 | 9,2 | 25,3|41,2|26,4| 0,015 | 11,6 |30,967| 2,6695 Ast-C
146272_at | 7,5 | 37,3| 31 |51,5|64,7 | 56,4 |0,0153(25,267|57,533] 2,277 CG16996
146273 at | 10 | 27,2 | 26,6 | 44,1 | 59,4 | 54,1 |0,0061|21,267|52,533| 2,4702 CG16997
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AFFY préba | WT1 |wT2 |wT3 | M1 | M2 | M3l ?fétsez': a\{\l/;g atll\gg Qﬂf‘gnz;@% Gén
146310 _at |11,3|13,3| 7,3 | 19,7|29,4|21,5|0,0102(10,633(23,533| 2,2132 CG5122
146318 _at | 4,3 | 15,3 | 3,1 | 26,5 | 37,8 | 24,6 |0,0088|7,5667(29,633| 3,9163 CG15480
146338 at | 1,6 1 18| 78| 58 | 6,9 |0,0005|1,4667|6,8333| 4,6591 CG16956
146362_at | 51,6 | 46,2 | 30,5 |162,7|169,4|160,5| 3E-05 |42,767| 164,2 | 3,8394 CG13258
146384 at (160,2|160,2( 91,8 | 509 (495,8|491,9| 5E-05 | 137,4 | 498,9 3,631 CG13282
146405 _at |484,3| 335 (497,6/1104(799,7|1175|0,0048(438,97(1026,2| 2,3377 CG6639
146429 at | 49 | 1,3 | 3 |22,6|32,8]24,5| 0,001 |3,0667(26,633| 8,6848 CG15155
146503 _at |382,4|200,9(303,3|688,7(583,8|573,3/0,0038(295,53(615,27| 2,0819 TeplV
146592_at | 2,5 | 13 | 8 |31,1]49,8]24,8|0,0138(7,8333(35,233[ 4,4979 nompB
146756 _at | 25,2 |29,8|16,1|70,4|76,4]|38,5|0,0188( 23,7 (61,767 2,6062 CG2070
146813 at | 3,2 | 5,7 | 7,3 | 13,7 | 11,4 8,8 |0,0167| 54 | 11,3 | 2,0926 CG14754
146821_at | 14,2| 6 |20,3|24,9|30,3| 27 |0,0175| 135 | 27,4 | 2,0296 rgr
146920 _at | 3,1 |10,7| 2,9 | 22,2| 26 |13,3|0,0153(5,5667| 20,5 3,6826 CG12920
146931_at | 4,2 | 10,6 | 11,9 | 32,7 | 22,4 | 26,2 |0,0045| 8,9 | 27,1 | 3,0449 CG12913
146949 at | 22 |28,8|17,2|40,4]149,5|51,5|0,0035(22,667|47,133| 2,0794 Cyp49al
146990 _at | 2,6 | 4,2 | 4,5 | 42,3 |39,8 | 24,3 |0,0025(3,7667|35,467| 9,4159 CG13215
146996 _at (162,6|/150,8(126,5|448,7(293,1|484,3|0,0059(146,63| 408,7 2,7872 CG13224
147000_at | 40,9 |24,6 | 25,2 |88,2|80,1| 106 |0,0014|30,233|91,433| 3,0243 CG13222
147013 at | 1 | 1 | 19| 3 | 44 | 25 |0,0179] 1,3 | 3,3 | 2,5385 sha
147014 at | 10,9|17,7 (12,8 | 36,6 | 35,3 | 25,8 |0,0045| 13,8 (32,567| 2,3599 Try
147030 at | 2,6 | 2,2 | 42 | 7,9 |12,9] 8,9 |0,0069] 3 | 9,9 33 CG30035
147042_at 2545|2096 (2060|5964 (4599|4604 |0,0021(2233,8(5055,8| 2,2633 CG8986
147118 at | 1,2 | 1,56 | 1,2 | 33 | 5 | 2,9 |0,0101| 1,3 [3,7333] 2,8718 CG12374
147119 at | 1,2 | 2,3 | 3,6 | 11,3| 49 | 9,9 |0,0186(2,3667| 8,7 | 3,6761 Cyp9hl
147126 i at| 29,5|19,7|27,1|293,2(251,5| 172 | 0,002 (25,433| 238,9 9,3932 CG13324
147127 s_at| 83,9 |108,7| 93,3 |778,7|545,2|460,9/0,0032| 95,3 [594,93] 6,2427 CG13324
147128 r_at| 22,9 (25,6 |26,3(77,9|94,2( 51 |0,0087|24,933|74,367| 2,9826 CG13324
147141_at | 16,1 | 5,1 | 14,5 | 24 |33,4|26,6|0,011 | 11,9 | 28 | 2,3529 CG17042
147167 _at | 49 | 4,7 | 4,6 | 22,7| 25,9 18,8|0,0005(4,7333|22,467| 4,7465 CG6280
147195 at | 241 |239,9| 247 |1919|1817|2488|0,0005(242,63(2074,6| 8,5502 CG12505
147197 at | 2,4 | 1,5 | 2,7 | 16,6 | 27,3 | 28 |0,0021| 2,2 [23,967| 10,894 CG13941
147210 _at | 64,1|73,4| 75,2 |511,3|701,1|490,5/0,0009( 70,9 [567,63| 8,0061 CG12868
147288 at | 25 | 22 | 4 | 7,4 | 85 | 6,1 |0,0038] 2,9 |7,3333] 2,5287 CG15701
147316 _at (16,2 | 2,5 | 8,2 | 21,7 |35,1|26,5| 0,014 [8,9667(27,767| 3,0967 DAT
147319_at |383,9|351,1|284,8/1087|970,7| 1006 | 6E-05 [339,93| 1021 | 3,0036 CG8317
147321_at | 57,4 | 42,6 | 44,2 |154,2|117,9] 96,7 |0,0063|48,067|122,93| 2,5576 CG5065
147326 at | 1,3 | 18| 1,8 | 3,2 | 54 | 4,1 |0,0085(1,6333|4,2333| 2,5918 CG15617
147372_at | 15,8 | 5,2 | 16,3 | 28 | 36,5 |23,5|0,0162[12,433[29,333| 2,3592 | [(2)k07433
147443 at | 23,3|20,8| 3,9 | 34,6 | 455 | 34,9 |0,0171| 16 |38,333] 2,3958 CG5226
147515_at |13,2] 8,2 | 7.5 | 17,9 | 23,7 | 22,2 |0,0048|9,6333[21,267| 2,2076

147565 _at | 23 | 29,6 | 35,2 |59,7| 91 |80,4|0,0042(29,267|77,033| 2,6321 |DpseGA10804
147608 _at | 10,3 | 19,1 | 12,5 | 37,8 | 49,3 | 41,2 |0,0013[13,967|42,767| 3,0621 CG4302
147620_at | 10 |10,2|12,2|20,3|31,2]20,3]0,0119| 10,8 [23,933] 2,216 CG9822
147631 _at [12,9|16,2| 9,2 | 34,3 | 35,8 33,2 |0,0003(12,767(34,433| 2,6971 CG15678
147694 _at | 22,5| 33 | 21 |108,2| 83 |89,8|0,0006| 25,5 |93,667| 3,6732 Cyp6d2
147699 at (181,6|218,8(258,4|1247(1392| 941 | 0,001 | 219,6 (1193,5| 5,4347 CG4250
147707 at | 0,8 | 1,2 | 1 | 2 | 2,3 | 25 |0,0012] 1 [2,2667| 2,2667 Obp58d
147839_at | 87,1 | 48,4 | 62,4 |144,1]111,7|157,6/0,0077(65,967| 137,8 | 2,0889 CG16786
147892_at | 28,7 |22,2|27,5|37,4|66,5|55,710,0181(26,133| 53,2 2,0357 CG12849
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147951 at | 59,2 | 52,7 | 64,6 |470,6/373,2|331,5/0,0006(58,833(391,77| 6,6589 CG13905
147959 _at | 36,2 |104,9| 74,3 [200,7|172,3[205,1{0,0028| 71,8 | 192,7| 2,6838 CG13912
147980 _at |121,2| 65,4 | 62,7 |218,5(337,8| 205 |0,0105| 83,1 |253,77| 3,0538 robl62A
148023 at | 13,1 | 11,1 8,4 | 255 | 31,4 | 17,2 |0,0166(10,867| 24,7 | 2,273 zormin
148056_at |231,4]224,4|180,3[435,4]402,4[507,8(0,0013[212,03[448,53] 2,1154 CG14949
148057_at (145,8|128,8| 92,9 |530,3(328,4|376,8| 0,005 | 122,5 (411,83| 3,3619 CG1143
148063_at | 17,6 | 7,3 |11,1|38,7 | 23,9 27,3 |0,0145| 12 |[29,967| 2,4972 CG16976
148068 at | 36,4| 7,9 |10,7| 62 |43,2|61,8|0,0137(|18,333|55,667| 3,0364 CG14952
148069 at (12,3| 7,1 6 |16,6|24,719,2(0,0095(8,4667|20,167| 2,3819 CG9973
148084 _at |365,4]371,5[372,9| 1412|1067 [ 1186 |0,0006(369,93[1221,4] 3,3018 CG14963
148087_at | 0,8 | 09 (05| 14 |14 | 1,7 | 0,004 [0,7333| 1,5 2,0455 CG14957
148090 _at | 10,3 | 5,1 | 22,3 | 42,5 | 39,6 | 54,5 |0,0043|12,567|45,533| 3,6233 ary

148103_at | 1149|1437 1581|4487 [4803 [4271| 5E-05 [1389,1| 4520 | 3,254 dro5

148105 _at | 26,3 | 8,4 | 6,3 | 72,6 | 89,7 | 34,9 |0,0201(13,667|65,733| 4,8098 CG14961
148137 _at |127,8]110,2| 78,1 |213,8[291,8(186,5(0,0113[105,37| 230,7 | 2,1895 CG14985
148155 at |236,6(191,8|137,8{1161|1196|713,8|0,0031(188,73|1023,6| 5,4233 CG15007
148167 _at | 53,9 | 55,6 | 48,7 |279,2[237,7[200,1]0,0006|52,733| 239 | 4,5322 dyl

148171 at | 55 |67,4|60,6 |124,8/121,3| 136 |0,0002| 61 |127,37 2,088 CG33514
148174 _at | 16,6 | 25,3 | 14,3 | 36,6 | 46 | 35,9 |0,0056(18,733| 39,5 | 2,1085 CG15020
148247 at | 51 | 2 | 1 | 7,5 |11,411,3|0,0072[ 2,7 |10,067| 3,7284 CG13291
148252 at | 9,6 | 16,4 | 11 |26,4|27,5 24,1 0,002 [12,333| 26 | 2,1081 CG6462
148254 _at | 22,6 | 29,3 [ 21,6 | 61,2 | 75,8 | 45,4 |0,0082| 24,5 | 60,8 | 2,4816 JOnB5AIi
148255 _at | 44,4 | 71,9 | 47,3 |563,7|631,2[436,4/0,0005|54,533[543,77| 9,9713 JonB5AI
148259 _at |266,6|234,0(187,2|3182 [ 2647 [2914 | 3E-05 [229,57(2914,5] 12,696 CG6602
148289 at | 7,3 6 2,7 (13,9|14,8|26,8|0,0198|5,3333( 18,5 3,4688 CG14820
148308 f at| 6,6 | 6,9 | 58 |19,3| 13 | 14,4 (0,0046|6,4333|15,567| 2,4197 CG8629
148354 at | 09 | 04 | 1.1 | 3,3 | 3,3 | 1,8 |0,0105] 0,8 | 2,8 35 SP2523
148355 _at [14,9|20,4| 9,9 | 37,8 (29,9 38,2|0,0038(15,067| 35,3 2,3429 CG7457
148373 at | 85 | 4 | 6,4 |13,1|17,1| 13 |0,0062| 6,3 | 14,4 | 2,2857 CG7504
148416 _at (113,3| 64,6 | 36,9 |678,9(394,2|387,3/0,0068( 71,6 |486,8 6,7989 CG32029
148417 _at |123,1] 87,7 | 70,4 |666,9]410,3(382,8|0,006493,733[486,67| 5,192 CG32029
148418 at | 6,2 | 6,5 | 4,5 | 21,4 | 29,7 | 13,4 |0,0147|5,7333| 21,5 3,75 CG13305
148431_at |214,1|174,7|198,7|486,5|339,5[441,4/0,0036[195,83(422,47| 2,1573 Tsp66E
148432_at | 10,8 | 10,9 | 4,1 | 30,6 | 45,7 | 21,6 |0,0156 8,6 |32,633| 3,7946 CG13313
148465 at 5 54 | 6,3 [16,2|24,4]|16,2]0,0042|5,5667(18,933| 3,4012 CG3448
148479 _at |482,7]609,7| 390 | 1603 [1392[1429]0,0002(494,13|1474,4] 2,0838 CG18179
148492 at (18,9 (28,6 21 |45,3| 53 |45,8(0,0014(22,833(48,033| 2,1036 llp3

148498 at | 6,9 | 15,1 5,1 |69,5|39,6|33,80,0141(9,0333(47,633| 5,2731 CG14165
148503_at | 8,7 | 6,1 | 2,3 | 24,1 | 23,4 | 13,2 |0,0109| 5,7 |20,233| 3,5497 CG14163
148514 at |155| 2,8 | 2,8 | 26,1 |24,5]|20,10,0114(7,0333(23,567| 3,3507 CG8065
148541 _at |324,2|310,6(141,4{735,6]692,1(669,6] 0,001 [258,73| 699,1 | 2,702 CG14147
148563 at (14,6 | 9,6 |12,7|34,6 |29,8|40,2|0,0013| 12,3 (34,867 2,8347 CG14142
148590 _at |275,9]196,1|149,6|581,5(402,3[453,3]0,0069| 207,2 [479,03| 2,3119 CG32091
148657 at | 49 | 7 | 9,3 | 15,7 18,6 | 14,8 |0,0028(7,0667|16,367| 2,316 CG14122
148661 _at | 32,2 |34,7| 43 |56,8|81,8]|93,3|0,0113(36,633| 77,3 2,1101 CG10660
148756 _at | 3,4 | 3,5 | 3.2 | 53 | 7,9 | 8,6 | 0,009 |3,3667|7,2667| 2,1584 HGTX
148866 _at (111,4| 97,5| 98,5 |245,8|254,1|183,4|0,0027(102,47|227,77| 2,2228 CG13048
148885 _at | 1359|1006 1085|3122 (2036 [2397|0,0077|1150,2[2518,1| 2,1892 CG4998
148969 at |22,4|24,4|13,9|46,9|38,8|41,7|0,0026(20,233(42,467| 2,0988 Ccn

149081 at | 9,8 | 14,8 (14,7 |31,3|21,6 | 29 |0,0067| 13,1 | 27,3 | 2,084 CG17732
149193 at | 3,8 | 2,4 | 6,8 | 8,4 |12,1 14,7 | 0,015 |4,3333[11,733] 2,7077 S1P
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149329 at (150,4|135,6( 147 |388,3(277,1|249,4/0,0099(144,33(304,93| 2,1127 CG2663
149376_at |320,5|245,8|181,2[ 1872 | 1342|1256 |0,0016[249,17|1490,1] 5,9805 Osi2
149381 _at | 29,7 | 24 | 22,4 99,3 [142,5[57,9 |0,0192(25,367| 99,9 | 3,0382 Osi8
149382_at (189,5|173,3(151,7{1164|1093|875,7|0,0003| 171,5 (1044,1| 6,0882 Osi9
149389 _at | 86,3 | 96,3 | 60,8 |294,9] 336 [237,2(0,0012[81,133[289,37| 3,5666 Osil5
149390 at | 2,2 | 34 |22 | 95| 73| 7,9 |0,0009| 2,6 (8,2333| 3,1667 Osil6
149402_at | 41,4 | 30,7 | 38,1 | 78,7 | 75,4 | 78,3 |0,0001|36,733(77,467| 2,1089 CG15186
149441 at | 09 | 08| 0,7 | 3,1 | 1,7 | 1,8 |0,0185| 0,8 2,2 2,75 CG10029
149510 _at 3 49 | 41| 7,7 (11,3 7,2 | 0,014 4 [8,7333] 12,1833 CG8007
149553 at | 2,3 | 8,9 |14,1| 22 |34,1|25,1|0,0101[8,4333[27,067| 3,2095 Or85f
149588 at | 3,3 | 9,4 |10,9|28,1| 20 |22,7|0,0046(|7,8667| 23,6 3 CG8500
149589 _at | 36,8 | 39,5 | 23,9 | 92,4 | 74,6 | 61,1 |0,0071| 33,4 |76,033] 2,2764 CG12945
149618 at | 66,3 | 63,5 (53,8 |175,6(114,5|120,1|0,0095| 61,2 (136,73| 2,2342 I(3)IX-14
149627 at | 23,2| 15 | 9,7 | 31,1 | 38,4 | 34,6 |0,0068(15,967| 34,7 | 2,1733 CG11872
149642_at | 11,1 | 19,9 [ 15,7 | 32,8 | 47,5 | 28,7 |0,0146|15,567|36,333| 2,334 MED7
149701 _at | 10,4 | 16,2|16,5|48,1|80,8|57,5|0,0043|14,367|62,133| 4,3248 CG6908
149738_r_at| 58,4 | 61,2 | 49,4 |189,7|160,8[110,3[0,0072|56,333| 153,6 | 2,7266

149756 _at | 35,5|42,4|32,1|84,2|85,3|70,5|0,0008(36,667| 80 2,1818 GstD2
149761 at | 53 | 7,5 | 5,9 | 20,7 | 42,2 [ 21,5 |0,0181[6,2333(28,133| 4,5134 GstD7
149775 at | 53 | 4,8 | 6,6 | 15,4 | 12,7 | 14,1 |0,0004|5,5667|14,067| 2,5269 Sas
149789 at | 1,7 | 3,6 | 2,7 |12,1| 8,3 | 9,9 |0,0019(2,6667| 10,1 3,7875 CG11600
149806_at | 3,1 | 1,6 | 3,5 | 12,7 | 10,7 | 10,1 |0,0005(2,7333[11,167| 4,0854 beat-Vb
149838 _at |286,8|305,1|369,2|1153|821,9/1155|0,0016(320,37|1043,3| 3,2565 CG14375
149867 _at |134,1] 126 |119,4/326,1|245,3(248,8{0,0027| 126 5 | 273,4 | 2,1613 CG12537
149878 at | 9,4 | 15,6|18,8|34,8|34,1|31,6|0,0015( 14,6 | 33,5 2,2945 Kif19A
149913 at |13,3| 8,9 |19,3|43,6|35,9|37,8|0,0013(13,833| 39,1 2,8265 CG7552
149948 _at | 32,5 | 34,6 | 27,9 |139,2[100,5[ 77,3 |0,0076(31,667|105,67| 3,3368 CG14866
149958 at | 8,6 | 11,8 |12,2|23,4|35,4|22,8|0,0093(10,867| 27,2 2,5031 CG6118
149962_at | 10,4 | 3,8 | 8,1 | 19,9 | 30,8 [ 18,1 |0,0123|7,4333(22,933] 3,0852 CG14871
149993 at | 1,6 | 2,7 | 1,7 | 43 | 4,1 | 5,6 |0,0052 2 14,6667 2,3333 CG17631
150005 at | 2,4 | 1,7 | 3.2 | 7,2 | 51 | 9,7 |0,0124|2,4333(7,3333] 3,0137 CG17929
150006_at | 3,1 | 4,6 | 46 | 7,9 |11,2|16,3|0,0183] 4,1 | 11,8 | 2,878 CG10309
150032_at | 34 | 14| 21 | 52| 53| 56 |0,0034| 2,3 |53667 2,3333 CG14893
150054 _at | 45,3 | 54,1 | 35,8 |109,1] 92,2 | 71,2 |0,0099[45,067|90,833] 2,0155 CG5255
150060_at | 78,4 | 71,7 | 83,2 |150,5(220,1|160,7(0,0053(77,767| 177,1 2,2773 CG4090
150061 at | 4 | 5 | 49 |17,7|10,1[10,2]| 0,017 |4,6333[12,667| 2,7338 beat-1b
150086_at |315,8|170,7(137,3|1362(855,9|962,5/0,0032(207,93(1060,1| 5,0981 CG14327
150127_at | 54,5 | 43,2 (48,1 |126,8(100,7|113,3|0,0007| 48,6 |113,6 2,3374 CG7142
150149 _at | 40,9 | 20,4 | 17,8 | 73,4 | 61,9 | 55,6 |0,0071(26,367|63,633| 2,4134 CG14304
150161_at (121,3|180,7(151,2|343,8(436,4|569,5/0,0058(151,07| 449,9 2,9782 CG14302
150214 _at | 8,2 | 10,4 | 14 |53,7 | 41,1 32,2 |0,0041|10,867|42,333 3,8957 CG7432
150227 _at | 10,6 | 6,9 | 2,9 |41,9|32,5|24,6|0,0044| 6,8 33 4,8529 CG4733
150233_at | 11,9 | 24,9 | 12,4 | 82,3 | 74,5 | 73,3 |0,0001| 16,4 | 76,7 | 4,6768 CG4783
150245 _at | 20,6 | 17,5 | 6,7 | 56,4 | 40,4 | 30,7 |0,0163[14,933| 42,5 | 2,846 CG31209
150289 at (472,2|442,2|495,4|1762 (1771|1206 | 0,002 [469,93(1579,8| 3,3617 CG5697
150295 _at | 30,5 | 16,2 | 23,4 | 45,8 | 56,5 | 55,2 |0,002723,367| 52,5 | 2,2468 CG7044
150306_at |16,5|11,1|12,7|28,4|34,1|30,8|0,0008(13,433| 31,1 2,3151 CG5892
150319 _at | 78,4 | 55,9 | 53,5 | 151 |125,6] 175 |0,0029| 62,6 |150,53| 2,4047 CG15497
150344 at |10,3| 3,4 | 2,3 | 23,1|25,9| 14,6 |0,0099(5,3333| 21,2 3,975 CG13407
150361 _at | 1,3 3 21 (71|79 54 100031|2,1333| 6,8 3,1875 CG13856
150368_at | 27,7 | 17,8 | 21,4 | 62,7 | 39,7 | 46,3 |0,0107| 22,3 |49,567| 2,2227 CG13845
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150386 _at | 26,9|179| 6 |59,2]|95,2|52,5|0,0117(16,933|68,967| 4,0728 loco
150401 _at | 38,9 40,3 (36,3 | 72,4 | 123 | 80 | 0,014 | 38,5 | 91,8 | 2,3844 CG13840
150411 at | 8,3 | 2,6 | 2,1 | 13,2 | 32,6 | 33,5 |0,0165|4,3333[26,433] 6,1 CG6688
150430 at | 1,3 | 1,6 | 42 | 6,6 | 6,5 | 9,8 |0,0104(|2,3667|7,6333| 3,2254 CG13836
150434 _at | 6,5 | 19,9 | 21,6 | 32,9 | 40,3 31,2 |0,0137| 16 | 348 | 2,175 CG4467
150453 _at 2 2,7 | 0,9 4 3,8 | 6,2 (0,0198(1,8667|4,6667 2,5 CG10168
150474 _at |644,1|542,7[402,2[ 1628|1136 1216 |0,0045|529,67|1326,6] 2,5047 CG12268
150522 _at | 15,9 | 8,5 | 23,8 |30,5|48,7|42,9| 0,012 (16,067| 40,7 2,5332 CG13632
150538 at | 3,3 | 58 | 89 | 18 |15,9| 12,6 |0,0068 6 15,5 2,5833 CG10845
150575 at | 15 | 1,5 | 1 | 43 | 3,8 | 2,2 |0,0163(1,3333(3,4333] 2,575 CG11878
150599 at | 4,4 | 16,1 |12,2 | 22,4 | 30,3 28,6 |0,0091| 10,9 | 27,1 | 2,4862 Lgr3
150638 at | 3,7 | 49 | 3 |10,1| 7,1 | 9,7 |0,0048[3,8667(8,9667| 2,319 CG8968
150653 at | 44 | 3,6 | 2,5 |12,8| 7,7 | 13,4]0,0073| 3,5 11,3 3,2286 CG6069
150734 at | 8,6 | 7 |12,3|22,4|17,5(26,7]0,007 | 9,3 | 22,2 | 2,3871 CG5402
150748_at | 9,2 | 3,4 | 2,9 | 12,2 | 13,6 | 12,3 | 0,011 |5,1667| 12,7 | 2,4581 CG12877
150819 at | 5,9 | 4,5 | 3,3 | 25,8 15,8 24,6 |0,0028(4,5667(22,067| 4,8321 CG14506
150825_at | 73,6 | 74,7 | 71,4 |158,1|187,2[176,4{0,0001[73,233] 173,9| 2,3746 CG7567
150831 _at |644,4|740,3(784,6/1771|1330|1805|0,0023| 723,1 (1635,1| 2,2612 Obp99a
150855 _at | 4,1 | 8,8 |10,9|28,1| 29 | 24 |0,0008[7,9333[27,033] 3,4076 CG15517
150856_at | 7,7 | 19,9 | 24 |34,4|47,8|40,3|0,0097| 17,2 |40,833| 2,374 CG15515
150888 at | 1,6 | 26 | 3,1 | 55 6 4 10,0107|2,4333(5,1667| 2,1233 CG15534
150895 _at | 18,3 | 16,9 | 21 | 39 |58,2 |43,8|0,0043|18,733] 47 | 2,5089 PH4SG1
150903 _at |630,4|469,9| 368 |1212|771,4|1042)0,0127|489,43|1008,5( 2,0605 CG9717
150918 _at | 22,2 | 38,7 | 36,6 | 68,3 | 66,9 | 91,2 |0,0052| 32,5 |75,467| 2,3221 CG15550
150943 _at |515,1]436,1(262,5 1525|1461 782 |0,0134|404,57| 1256 | 3,1046 lox
150953 at | 33,1|39,9(31,5|138,1(103,5| 78,7 |0,0072(34,833(106,77| 3,0651 CG11550
150984 at | 4,1 | 3,3 | 4,8 | 10,1 | 19,3 [ 13,5 |0,0099(4,0667| 14,3 | 3,5164 CG1732
151009 at | 21,8|20,5| 3,1 |33,3|44,7| 37 |0,0141(15,133|38,333 2,533 CG10928
151027 at | 3,7 | 8 | 3,1 | 41 |60,844,3|0,0011[4,9333| 48,7 | 9,8716 CG31410
151076 _at | 0,4 | 0,7 | 05| 25| 1,8 | 2,5 |0,0011|0,5333|2,2667 4,25 CG13841
151112_s_at| 16,6 | 15 | 2,2 |129,8] 101 [105,5[0,0003]|11,267| 112,1| 9,0497

151195 _j_at| 1021|1124 |1084|2449 2961 [2958|0,0003(1076,4[2789,4] 2,5914 CG15353
151196 r_at|669,1(835,7| 654 [1435|1942(1781|0,0017| 719,6 |1719,5( 2,3895 CG15353
151219 at | 23,2 | 33,5 | 33,2 |108,2| 83,6 | 55,4 |0,0142|29,067| 82,4 | 2,7497 CG15919
151220 at | 2,2 | 25 | 4,1 |14,6|12,5]| 12 |0,0003(2,9333(13,033| 4,4432

151227 f at| 11,9 8,1 | 9 |256 24,6 |15,2|0,0129(9,6667| 21,8 | 2,2552 Sox15
151242 at | 0,9 | 1,8 | 0,9 | 2,5 2 2,8 (0,0158| 1,2 |2,4333| 2,0278

151246 at | 9,5 | 14,4|10,5|80,9|71,5|40,5|0,0063(11,467| 64,3 5,6076 CG12899
151247 _at | 39,8 | 37 |24,6|78,6 | 72,8 | 74,4 |0,0006| 33,8 |75,267| 2,2268

151265 _at | 18,51 23,3 | 22,2 |105,6|101,2| 77,9 |0,0005(21,333| 94,9 4,4484 CG13038
151293 _f at| 29,7 | 54,8 | 32,7 |141,1| 85,9 | 99,6 |0,0096(39,067|108,87| 2,7867 CG33271
151294 at | 2,3 | 1,8 | 24 | 43 | 4,3 | 52 |0,0012(2,1667| 4,6 2,1231 CG32070
151310 _at | 52,6 | 19,2 | 35,8 | 277 |208,3[167,4{0,0028(35,867(217,57| 6,066 CG8620
151372_at | 9,1 | 24,7 | 7,4 | 45,1 | 66,5 | 35,6 |0,0148|13,733[49,067| 3,5728

151404 at (49,6 29,6 31,1]99,8|78,5]|73,7| 0,005 [36,767| 84 2,2847

151414 at | 1,1 | 3,3 | 1,8 | 6,5 | 6,2 | 3,8 |0,0164[2,0667| 55 | 2,6613 CG13998
151452 _at | 74 |859| 56 |2291|1667(1370|0,0016|71,9067|1775,8] 24,676 CG17325
151484 j at| 0,2 | 1,9 | 0,4 | 53 | 5,1 | 2,6 |0,0133[0,8333[4,3333] 5,2 tim
151491 at | 4,2 | 8,1 | 7,5 | 15,6 23,3|12,8|0,0171| 6,6 (17,233] 2,6111 CG30079
151567_at | 26,6 | 13,1 | 25,2 | 54,5| 65 |49,1|0,0027(21,633| 56,2 2,5978 CG1607
151587 _at |103,3] 96,5 | 82,5 |181,7|196,2[209,3[0,0003| 94,1 |195,73| 2,0801 CG13252
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151601 at | 29 | 42| 0,8 | 59| 7,9 | 8,6 |0,0097(|2,6333|7,4667| 2,8354 Dscam
151632_j_at| 21,7 | 19,8 | 24,5 83,8 | 53,6 | 77,5 | 0,003 | 22 71,633 3,2561 pr-set7
151633_r_at| 37,7 | 50,2 | 25,4 | 92,1 | 90,5 | 96,4 |0,0008(37,767| 93 | 2,4625 pr-set7
151650 at | 7,4 | 17 |13,1| 26 |34,2(32,5|0,004 | 12,5 | 30,9 | 2,472 CG18542
151664 _at |121,3|141,9(114,1]402,2[291,2[336,6]0,0014|125,77(343,33| 2,7299 Gtp-bp
151681 at (164,2|106,8(158,8|307,7(354,7|239,6/0,0072(143,27(300,67| 2,0987 CG32306
151724 _at | 134 |150,8|126,4]369,5|360,9(259,1| 0,003 [137,07|329,83| 2,4064 CG4386
151726 _at | 16,8 |19,9| 8,7 | 48,3 49,7 |59,4|0,0008(15,133|52,467 3,467 CG30104
151771 _at |248,7| 241 (286,6/1825|1312|1664 |0,0005(258,77(1600,1| 6,1836 CG31374
151781 at | 1,1 | 1,4 | 1.8 | 3,7 | 9,4 | 8,7 | 0,016 |1,4333|7,2667| 5,0698 CG5107
151792 _at (10,2| 7 7,2 (27,9|19,2|15,210,0157|8,1333(20,767| 2,5533 CG32432
151796 _at | 1,6 | 2,8 | 0,8 | 4,7 | 4,3 | 5,3 |0,0048[1,7333[4,7667] 2,75 Pph13
151817 _at | 28 | 33,6 |23,3|395,9|381,5|284,4|/0,0004| 28,3 |353,93| 12,506 CG8329
151860 _at | 13,3 | 8,7 | 2,9 | 25,1 | 19,6 | 20,5 |0,0089| 8,3 |21,733| 2,6185 Rh3

151892 at | 1,1 | 25 | 5 |13,7| 7,9 | 9,2 |0,0121[2,8667|10,267| 3,5814 CG7708
151936_at [151,3|164,6(167,9|319,4(385,7| 269 |0,0044(161,27| 324,7 2,0134 CG9216
151937 _at |500,3|305,2[254,2[763,7[726,5(870,5]0,0037|353,23| 786,09 | 2,2277 CG1213
151974 at |106,5| 73 | 89,6 |143,9|231,5|227,6/0,0105| 89,7 | 201 2,2408 CG8312
151989 at | 57 | 79,8 | 62 |214,1|194,8[147,4{0,0024(66,267|185,43] 2,7983 CG3036
152026_at | 14,3 | 18,5 | 13,4 | 38,4 | 84,6 | 76,1 |0,0117| 15,4 |66,367| 4,3095 CG4757
152165 at | 1,9 | 04 (14 | 64 | 7,4 | 9,6 |0,0016(1,2333( 7,8 6,3243 CG11489
152238 at | 0,4 | 0,9 | 0,4 | 2 | 1,1 | 2,1 |0,0157[0,5667|1,7333] 3,0588 CG6004
152265 at | 1,7 |11,5]| 5,2 |99,5| 92 |40,3|0,0097|6,1333|77,267| 12,598 CG11892
152313 _at | 17,3 | 18,5 | 10,3 | 62,7 | 75,2 | 65,2 |0,0002|15,367| 67,7 | 4,4056 Cyp6al7?
152425 _at | 16,4 | 6,5 | 10,2 | 41,7 | 47,3 | 43,4 |0,0003|11,033[44,133 4 Fmo-2
152437 _at | 42,6 | 53,3 | 49,3 |106,6| 88,9 |122,9|0,0025| 48,4 (106,13| 2,1928 1dgf5

152484 _at | 22,4 | 14,3 | 20 |92,4| 62 |74,8|0,0016] 18,9 | 76,4 | 4,0423 CG7549
152494 at | 12,5 7,1 | 16,7 | 29,8 | 19,3 | 28,2 |0,0167| 12,1 |25,767| 2,1295 Cyp6w1
152506_at |461,1|446,6(393,8(2032[1391[1970|0,0013(433,83(1797,5| 4,1432 CG7874
152521 at | 2,5 | 3,5 | 0,9 |52,3|39,4]38,1|0,0004| 2,3 (43,267 18,812 CG1441
152602_at |309,7|258,5[259,9 619 |476,7[610,3| 0,002 |276,03|568,67| 2,0601 CG4196
152648_at |109,3|114,9[112,9] 932 [823,2(738,9]0,0001|112,37(831,37| 7,3987 CG2736
152714 at | 62,4 |55,4 | 91,6 |307,5/321,8|260,9/0,0002| 69,8 (296,73| 4,2512 CG3397
152765 _at |105,2] 90,2 | 53,2 |244,5(216,7|242,5]0,0005|82,867(234,57| 2,8307 CG11353
152790 _at (12,5| 3,2 | 6,5 | 15,3|25,9|21,2|0,0154| 7,4 20,8 2,8108 CG6204
152926_at |112,6]128,2| 95,1 |244,3[293,2[192,6(0,0063([111,97(243,37| 2,1736 CG10570
152934 at | 85,1 |110,1| 71,9 |189,8(198,2|152,4/0,0036(89,033(180,13| 2,0232 CG3857
152966 _at |115,6|110,9| 68,2 |885,8|589,4|492,9|0,004798,233|656,03| 6,6783 CG7724
152995_at | 65,5 |119,6|103,7|232,7|284,9(191,4]0,005696,267|236,33] 2,455 CG18316
153035_at |366,7|314,6(345,7|892,4/581,6|771,7|0,0057 [342,33(748,57| 2,1867 Corp

153048_at | 54,5 | 54,2 | 43,6 |137,9]120,8| 85,7 |0,0077(50,767| 114,8 | 2,2613 CG12855
153071 _at |[1367(962,6(989,6|3072(2164|2473|0,0039(1106,3(2569,5| 2,3227 CG7220
153080 _at | 11,6 | 11,3 | 13,5 | 33,6 | 33,2 | 40,6 |0,0003[12,133| 35,8 | 2,9505 CG8854
153085 _at | 40,7 | 46,4 | 28,4 | 87,4 | 88,3 | 66,1 |0,0047| 38,5 | 80,6 | 2,0935 Rh5

153087_at | 52,4|39,6 62 |180,8| 159 | 163 |0,0001(51,333| 167,6 3,2649 CG8654
153101 _at | 23 | 24,8 [22,5|69,5 | 84,9 | 66,8 |0,0004(23,433[73,733| 3,1465 CG15675
153165 _at (201,5|162,7(178,9|354,4(406,9|378,1/0,0002(181,03| 379,8 2,098 Cip4d

153172_at | 26,9 | 34,6 | 39,5 | 116 |112,5| 88,3 |0,0008(33,667| 105,6 | 3,1366 CG31886
153231 _at [135,8| 159 (200,6|368,6(325,9|389,3|0,0009(165,13(361,27| 2,1877 CcG8791
153258 at |512,3|538,4|466,9|13721|939,5|1025|0,0053|505,87|1112,1| 2,1984 CG4860
153402_at | 52,3 | 60,7 | 43,8 |115,3] 79 |122,5(0,0102(52,267| 105,6 | 2,0204 CG1847
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AFFY préba | WT1 | wT2 [wT3 | M1 | M2 | M3l ';teétsez': é\':\lgg étll\glg Gﬂf‘gﬂi;@gﬁ Gén
153516 _at | 21,6 |33,1(16,5|50,852,5]|59,7|0,0028(23,733(54,333| 2,2893 Cyp6az22
153538_at |489,3|535,5[492,9| 1373|1095 [1377|0,0006| 505,90 [1281,7| 2,5335 CG8839
153567 at | 9,1 | 7,6 | 8,1 | 26,9 | 31,1 | 40,3 |0,0018(8,2667(32,767| 3,0637 CG13847
153662 _at | 5,6 | 2,3 |11,7|22,9| 26,6 | 15,9 |0,0108(6,5333| 21,8 3,3367 CG18468
153688_at | 13,1 | 12,7 | 20,1 | 30,6 | 45,9 | 34,5 |0,0069| 15,3 | 37 | 2,4183 CG16718
153723 at |10,4|10,4|10,6 | 26,1 | 20,6 | 20,8 |0,0013(10,467| 22,5 2,1497 Ephrin
153839 _at |183,9|174,7[221,1]429,9|366,9[420,9/0,0005(193,23| 405,9 | 2,1006 sra
153902_at | 24,6 | 20,9 | 25,8 | 94,3 | 85,2 | 56,6 |0,0043(23,767| 78,7 3,3114 nvy
153936 at | 1,7 | 41 | 36 | 10 | 6,9 | 6,4 | 0,013 [3,1333(|7,7667| 2,4787 CG2990
153941 _at | 29,6 | 27,9 | 31,1 |334,2[415,4[273,2(0,0008(29,533(340,03] 11,544 Fst
153951 at (297,1|307,5(219,6|1061 (964,5|634,9/0,0049(274,73(886,63| 3,2273 ImpE2
153974 _at | 17,4 | 3,8 | 7,7 | 28,4 | 43,5 | 26,8 |0,0127|9,6333| 32,9 | 3,4152 CG7747
154011 _at | 42,2 | 45,2 | 35,3 |108,6|111,9[102,6] 4E-05 | 40,9 |107,7| 2,6333 | VhaM9.7-1
154031 _at |145,4|148,2| 139 |490,4|417,2[467,5] 7E-05 | 144,2 |458,37| 3,1787 Chit
154077_at | 80,1 | 61,6 | 95,5 |188,4/168,1|191,9/0,0005(79,067| 182,8 2,312 CG31729
154100 _at | 50,7 | 52,6 | 38 | 94,5 | 89,8 [104,9/0,0008| 47,1 | 96,4 | 2,0467 CG1244
154151 at | 44,2 59,9 | 67,4 |180,2(127,4|153,2|0,0022(57,167| 153,6 2,6869 CG12075
154231 _at |350,6|340,0(318,6 1775 | 1557 [1158|0,0015| 336,7 |1496,8| 4,4454 Osil4
154343 at |47,9|31,9| 42 |127,7|132,7| 178 |0,0016| 40,6 |146,13| 3,5993 CG9509
154378_at | 55,3 | 52,8 | 45,4 | 136 | 96,3 |109,1/0,0033|51,167| 113,8 | 2,2241 CG4785
154499 at | 16,7 |17,5| 7 | 46 | 41 |49,2|0,0008[13,733| 45,4 | 3,3058 CG10492
154515 at |13,8| 9,3 | 2,6 | 36,4|21,3|28,9|0,0101(8,5667|28,867| 3,3696 drosha
154546 _at | 6,1 | 3 | 7,5 | 13,8 | 14,7 | 17,2 |0,0022[5,5333[15,233] 2,753 CG6293
154547 at | 56,7 | 61,2 | 72,6 |140,4| 112 |129,8/0,0013| 63,5 | 127,4 2,0063 CG7536
154623_at | 47,2 | 83,9 | 71,2 [248,9] 193 [235,7{0,000767,433[225,87| 3,3495 CG15893
154699 at | 67,2 | 48,8 | 43,4 |248,2(180,5| 129 |0,0098(53,133( 185,9 3,4987 ftz-f1
154734 at | 34,9|30,2| 33,2 60,6 | 80,4 | 55,8 |0,0064|32,767| 65,6 2,002 CG7456
154740 _at | 13,6 | 1,5 | 6,7 | 20,5 | 17,3 | 21,2 |0,0143[7,2667|19,667| 2,7064 CG31793
154781 _at | 14,2 | 9,6 | 13,5 | 24,7 | 36,4 | 25,1 |0,0082(12,433(28,733] 2,311 CG30427
154837 _at | 69,4 |111,5| 84,4 |197,6|155,1[194,8]0,0035|88,433| 182,5| 2,0637 CG5002
154985 at [539,2|409,7(301,8|3279(2316|1287|0,0158( 416,9 (2293,8| 5,5021 CG9083
155001 _at | 62,6 | 78,6 | 66,2 |147,5 131 | 139 |0,0003(69,133[139,17| 2,013 CG8321
155067 _at | 10,1 | 6,9 |12,1| 24 |18,1|16,3|0,0122| 9,7 |19,467| 2,0069 nbs
155108 at | 9,1 5 75 [155(16,9| 17 | 0,001 | 7,2 (16,467 2,287 CG1575
155122_at | 32,5 | 24,3 | 13,7 |129,6|112,2[ 67,8 |0,0071| 23,5 | 103,2| 4,3915 CG9411
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