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BEVEZETES

A fejlédés kezdeti szakasza minden élélény szamara kritikus idészak, hiszen
ekkor alakulnak ki azok a kezdetleges, de létfontossagu strukturak, amelyek a
felnétt egyed morfologiai alapjait képezik. Az embrionalis fejlédés (embriégenezis)
az allatvilagban alapvetéen hasonldé mddon zajlik: a petesejt spermium altal
megtermékenyitésével veszi kezdetét, mely soran kialakul a zigota. Ezt szamos
mitétikus osztodas koveti az embrio méretének valtozasa nélkul, mig végul a
gasztrula stadium alatt kialakulnak a csiralemezek, melyekbdl a szervek és

szOvetek jonnek létre.

Az embrionalis fejl6dést kezdetben a petesejtben jelenlévd, anyailag orokitett
termékek iranyitjak: fehérjék, RNS-ek és egyéb molekulak, beleértve a kromatin
szervez8déséhez elengedhetetlen hisztonokat. Ekkor az embrid sajat genetikai
allomanya szinte telijes mértékben inaktiv, géntermékek nem képzddnek réla. igy a

fejlédés elsé 1épései anyailag meghatarozott program szerint zajlanak.

Az allatvilagban jellemz6, hogy a korai embriégenezis alatt egy alternativ
linker hiszton (H1) vesz részt a kromatinallomany szervezésében, melyet embrid-
és/vagy petesejt-specifikus linker hisztonnak nevezunk. Ezen fehérjék vizsgalata a
legtobb allatban korlatokba Utkozik, hiszen tobbséguk szamos linker hiszton
varianssal rendelkezik, melyek funkcié tekintetében redundansak lehetnek. Az
ecetmuslica (Drosophila melanogaster) azonban egyetlen szomatikus H1 fehérjéje
mellett egy alternativ linker hisztonnal rendelkezik, a BigH1 fehérjével, ami lehetévé
teszi specifikus funkcidinak vizsgalatat. A BigH1 a korai embrionalis szdvetben,
illetve a felnétt allatok ivarvonalaban fejezddik ki, és mindeddig ismeretlen, hogy
miben kulonbozik a szomatikus H1-t6l. Munkam célja volt, hogy a BigH1 linker
hiszton fehérje szerepét vizsgaljam a korai embridgenezis alatt, illetve felderitsem
a BigH1 és szomatikus H1 fehérjék kozotti funkciondlis kuldnbségeket. BigH1
mutans Drosophila vonalakon alkalmazott klasszikus és modern biokémiai
modszerek azt igazoljak, hogy a BigH1 egy mobilis linker hiszton, amely hozzajarul
a korai embrionalis fejl6édésre jellemz6 gyors osztdodasokhoz, mindemellett pedig

nagyobb stabilitast biztosit a nukleoszémak szamara a szomatikus H1-el szemben.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A KROMATIN SZERVEZODESENEK ALAPJAI

Az eukaridta élélények orokité anyaga, a DNS a sejtmagban talalhatd, és
fehérjék segitségével egy 6sszetett rendszert alkot, amit kromatinnak nevezink. A
kromatinszerkezet meghataroz olyan alapveté folyamatokat, mint a transzkripcio,
DNS hibajavitas és DNS replikacio. Alapegysége a nukleoszoéma, amelyet a négy
,core” nukleoszomalis hiszton (H2A, H2B, H3, H4) altal képzett oktamer és a koréjuk
tekeredd korllbelll 147 bazisparnyi (bp) DNS alkot. Az oktamert négy heterodimer
épiti fel: két H3/H4 és két H2A/H2B dimer (1). A nukleoszomakat 10-90 bp
hosszusagu linker DNS kapcsolja 6ssze, igy kialakitva az ugynevezett ,beads-on-
a-string” (gyongyfuzér) strukturat, amely 11 nm széles és a kromatin elsédleges
szervezddési szintje. A nukleoszémakat egy 6todik hiszton fehérje, a H1 linker
hiszton stabilizalja, mely a nukleoszémabdl ki- és belép6 DNS-hez kozel
kapcsolodik. Az igy kialakulé strukturat kromatoszomanak nevezzik. A linker
hiszton nem csupan rogziti a nukleoszémakat, de elbsegiti a magasabb
szervezddeési szintek kialakulasat is, igy a gyongyflzér szerkezet tovabb tomorodik
a 30 nm-es filamentumma, amely a kromatin masodlagos szerkezeti formaja. A
filamentumok valtozatos atmérdji rostokka szervezddnek, majd sejtosztddas soran
nagymértékben kondenzaldédnak, melynek eredményeként létrejonnek a mitétikus
kromoszomak (1. abra). A funkcionalis kromatin sejttipusnak megfelel6en
klénb6z6 transzkripcios potenciallal rendelkezd szakaszokbdl all, amelyekben a
nukleoszomak és egyéb, kromatinszervez6désben részt vevd faktorok eltérd
denzitassal vannak jelen. igy megkiildnboztethetiink eu- és heterokromatint. Az
eukromatikus régiok transzkripcidosan aktiv géneket tartalmazé kromatin régidk, mig
heterokromatin olyan terileteken alakul ki, ahol a transzkripcié atmeneti (fakultativ
heterokromatin) vagy allandé (konstitutiv heterokromatin) csendesitésére van
szikség (2). A kromatin épitékoveit, a nukleoszomakat alkotd hiszton fehérjék
mindezen  szervezG6dési  szintek  kialakuldasahoz és fennmaradasahoz

nélkulozhetetlenek.
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1. dbra. A kromatinszerkezet. Az eukariéta kromatinallomany szervezédési szintjeinek sematikus

abrazolasa. Fyodorov és mtsai. alapjan (3).

1.2. HISZTON FEHERJEK ALTALANOS JELLEMZOI

A hiszton fehérjék, melyek lehetévé teszik a DNS magas szinti
szervezettségét, meglehet6sen konzervalt, bazikus aminosavakban gazdag
proteinek. Jellemz6 rajuk az ugynevezett tripartit (harom részbdl allo) szerkezet:
rendelkeznek egy C-terminalis, egy centralis és egy N-terminalis domeénnel. A két
terminalis domén rendezetlen, mig a centralis domén rendezett szerkezetet vesz
fel, mely a core hisztonok esetén az un. hiszton fold, linker hisztonoknal pedig a
globularis szarnyas hélix domén (winged helix domain, WHD). Mar az 1960-as évek
6ta ismert, hogy a hiszton fehérjék poszttranszlaciésan moédosulhatnak (4) (2. abra).
Ezek a médositasok (PTM, poszttranszlaciés médositas) barmely hiszton doménen
jelen lehetnek, azonban leggyakrabban a két terminalis domén modosul. A hiszton
PTM-ek és kombinaciéjuk szamos kromatinszervez6dést és -funkciot érintd
folyamatot befolyasolnak, tobbek kozott transzkripcids faktorok kromatinhoz
kapcsolédasat, internukleoszémalis kdlcsonhatasokat és a kromatin tomorodését

eés fellazulasat a sejtciklus kulonboz6 fazisai soran (5).
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2. abra. Hiszton médositasok. A legjobban kutatott hiszton médositasok sematikus abrazolasa. A
modositasok jelents része az N-terminalis domént érinti. N: N-terminalis domén. C: C-terminalis
domén. Ac: acetilacid. Me: metilacié. Ph: foszforilacié. Ub: ubikvitinacié. A globularis doméneket a

szines ellipszisek jelentik (6).

A kanonikus hisztonokat kd&dolé gének jellemzéen sok kopiaval
rendelkeznek, és csoportosan (un. klaszterekben) helyezkednek el a genomban.
Ezek a gének a sejtciklus S-fazisa alatt irddnak at (7,8), hiszen ekkor jatszodik le a
DNS szintézis is, amelyhez szikség van hiszton utanpoétiasra. Human és egér (Mus
musculus) sejtekben egy nagyobb és két kisebb hiszton klaszter talalhaté meg (9),
mig a Drosophila melanogaster genom egyetlen hiszton I6kusszal rendelkezik, ahol
minden kanonikus hiszton fehérje génje korulbelul 100 kdpiaban van jelen (10) (3.
abra). A kanonikus hiszton génekben intronok nem talalhatok, és a réluk képz6dé
MRNS molekulak poly-A farokkal nem rendelkeznek. Ezzel szemben 3’ véguk un.
stem-loop szerkezetet vesz fel, amely a tdbbsejtd allatvildgban konzervalt, és az

MRNS transzlaciojahoz, illetve az S-fazist kovetéen a lebomlasahoz is szukséges
(8).

A hiszton fehérjék sokrétliségét tovabb ndvelik a kulénbdzd variansok,
melyek a kanonikus hisztonok mellett szintén képesek a kromatinba épdulni, és ott
valtozatos feladatokat ellatni. A hiszton variansokat kodoldé gének a kanonikus
hiszton génekkel ellentétben altalaban egyetlen vagy néhany kopiaban talalhatok



meg a genomban, a hiszton klasztereken kivul. Ezek, az intronokat is hordozo
gének jellemzéen a sejtciklus barmely szakaszaban (funkciojuknak megfelel6en)
kifejez6dhetnek, és a réluk képz6dé mRNS poly-A farokkal rendelkezik. A
klénb6z6 hiszton variansok tdbbsége szdvet- vagy fejlédési stadium-specifikus
kifejez6dési mintazatot mutat, igy szamos egyedi funkcié rendelhetd hozzajuk,
melyek végrehajtasara a kanonikus hisztonok nem, vagy csak korlatozottan
képesek (11,12). A kllénbdz6 variansok kromatinba épuléséért mas-mas hiszton
chaperon fehérjék (dajkafehérjék) felelések: egyetlen hiszton varians beépitését
akar tobb chaperon is végezheti, a beépulés helyétdl és idejétdl fuggden (13).
Mindezen tulajdonsagaik alapjan a hiszton variansok fontos résztvevéi a

génexpresszié finomszabalyozasanak.

Hisl > {His2B [Wis2A > < Hisd | [CHis3 >

3. abra. A Drosophila hiszton I6kusz (részlet). Az 6t kanonikus hiszton gén kb. 100 képiaban, 5
kb méretl ismétlédé egységekben helyezkedik el a masodik kromoszéma bal karjan (2L). Az abra

egy hiszton génegységet mutat. Flybase alapjan (14).

1.3. LINKER HISZTONOK ES KAPCSOLATUK A NUKLEOSZOMAVAL

A linker hisztonok a core hisztonokhoz hasonléan bazikus, tripartit
szerkezettel rendelkezé fehérjék, azonban a core hisztonoknal joval kisebb mértéki
konzervaltsagot mutatnak (15,16). Ezt f6ként a két terminalis domén valtozatossaga
okozza, mig a centralis globularis domén esetén a legalacsonyabb a variancia az
egyes fajok kdzott. Ez a legjobban jellemzett domén, amely a nukleoszémaval valé
kdlcsOnhataseért felelés, és a nukleoszOmaba be- és/vagy kilép6 DNS-hez
kapcsolodik. A globularis domén Onmagaban elegendé a nukleoszéma
megkotésehez (17,18), azonban a masodlagos kromatinszerkezet stabilizalasaban
a C-terminalis domén is részt vesz, mely DNS-sel kapcsolédva masodlagos
szerkezeteket vesz fel (19-21). Ezzel szemben az N-terminalis domén nem
szikséges a nukleoszoOma kotéshez, azonban befolyasolja a linker hiszton
affinitasat a kromatinhoz, mig hianyaban a fehérje tobb, nem kromatin-specifikus
interakcidt hoz létre (22). A rendezetlen N-terminalis bazikus aminosavai szintén



vesznek fel rendezett szerkezetet a DNS-sel kdlcsonhatva (alfa-hélix), amelyrél
feltételezhetd, hogy a globularis domén nukleoszomahoz kotédését stabilizalja (23).
A H1-nukleoszéma kolcsonhatas mikéntjére tobb modell is 1étezik: ismert kristaly
struktura és szamitégépes modellek alapjan a H1 un. on-dyad (a nukleoszéma diad
tengelyéhez képest kozép pozicionalt) és off-dyad (a nukleoszoma diad
tengelyéhez képest aszimmetrikusan kot6dd) modon képes a nukleoszémahoz
kapcsolodni. Kilénb6zé fajokbdl szarmazé H1 variansok vizsgalata azt sugallja,
hogy a kotési moéd H1 tipusra jellemz6. Példaként, a csirke (Gallus gallus
domesticus) H5 linker hiszton fehérje globularis doménjével Osszerendezett
nukleoszoma kristalyszerkezeti képe alapjan a H5 on-dyad kapcsolddast mutat, és
mindkét linker DNS-sel kapcsolatban all (24) (4A. abra). Ezzel szemben a
Drosophila melanogaster kanonikus H1 fehérje kotési modja off-dyad, és az egyik
linker DNS-sel kapcsolddik, mig a masikkal nem, vagy csak gyengén (4B-C. abra).
Kisérletek azt is igazoltak, hogy a nukleoszoma-H1 kotédés bar megtorténik, de
gyengébb a H1 C-terminalis hianyaban, melynek két meghatarozott régidja (CTD
119-125 és CTD 164-174) sziikséges a megfelel6 kotés kialakitasahoz (25).

4. abra. Linker hisztonok on- és off-dyad kétési médja. A) A csirke H5 linker hiszton globularis
doménje (GH5) on-dyad kétési méddal kapcsolédik a nukleoszéméhoz (24). B-C) A Drosophila
melanogaster H1 globularis doménje (gH1) off-dyad médon kapcsolddik a nukleoszomahoz (25). A

B) abra felszin, a C) abra szalag modellen mutatja be az off-dyad kétést (piros nyil: dyad).



1.4. LINKER HISZTONOK SZEREPE A TRANSZKRIPCIO SZABALYOZASABAN

A linker hisztonok szamos olyan funkcioval rendelkeznek, amelyek a
kromatin allapotanak modosulasahoz vezetnek. A linker hisztonokra sokaig ugy
tekintettek, mint a transzkripcio altalanos represszoraira, melyet tobb kisérlet is
alatamasztott. Herrera és mtsai kimutattak, hogy a H1 fehérje jelenléte a
nukleoszoman gatolhatja a H3 acetilaciojat az altal, hogy fizikailag akadalyozza meg
a PCAF (p300/CBP-associated factor) acetil-transzferaz hozzaférését a H3-hoz
(26). Kozismert, hogy a core hisztonok acetilacioja a transzkripciot pozitivan
szabalyozza (27,28), mig az aktiv géneken altalaban nem talalhaté H1 fehérje (29).
Drosophila ivarvonal 6ssejtekben a H1 hisztonnak fontos szerepe van az 6ssejt
identitas megbrzésében a H4 hiszton K16-0s pozicioju acetilaciojanak
szabalyozasaval. Ezekben a sejtekben a H1 hianya H4K16 hiperacetilaciot okoz,
amely a bam differencialédasi faktor transzkripcidéjanak aktivalasan keresztll az
Ossejtek korai differencialodasahoz vezet (30). Egér embrionalis §ssejteken végzett
kisérletek azt is kimutattdk, hogy a H1 fehérje akadalyozhatja egy masik,
transzkripciét aktivalo jel, a H3K4me3 modositas megjelenését (31). A H1 linker
hiszton tovabba részt vesz a heterokromatin régiok kialakitasaban is, és a Su(var)3-
9 hiszton-metiltranszferaz toborzasaval szabalyozza a H3K9me3 transzkripcidosan
repressziv hisztonmddositas megjelenését a kromatinon (32). Egyes forrasok
szerint a H1 nem A&ltalanos transzkripcié gatlé fehérje, azonban a heterokromatin
kialakitdsaban jatszott szerepének kiemelt fontossaga van a transzpozabilis elemek
(TE, transzpozonok) atirasanak szabalyozasaban (33,34). A H1 hiszton fizikai és
biologiai kdlcsbnhatasa a transzpozon RNS-ek kifejez6dését gatld, illetve a
lebomlasukat kozvetitd PIWI-rendszer piwi fehérje komponensével is ismert (35),
igy elmondhatd, hogy a H1 linker hiszton részt vesz a genom stabilitasanak

megbrzésében is.
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1.5. LINKER HISZTON VARIANSOK

A core hisztonokhoz hasonléan a linker hisztonok is szamos varianssal
rendelkeznek, melyek kézott van szomatikus (testi sejtekben kifejez6d6) és
ivarvonal-specifikus is. Néhany faj egészen nagyszamu alternativ H1 fehérjével
rendelkezik, példaként az emberben és egérben 11-11, a Caenorhabditis elegans
fonalféregben pedig nyolcféle H1 valtozat talalhaté meg. Vannak azonban olyan
egyszerl él6lények, mint az Aspergillus nidulans fonalas gomba vagy a
Saccharomyces cerevisiae élesztégomba, amelyek csupan egyféle H1 fehérjével

rendelkeznek.

A kuldnb6zé variansok mas-mas funkciot latnak el, valtozatos az affinitasuk
a kromatinhoz, és eltér6 mértékben kondenzaljak azt. Human sejtekben végzett
kisérletek arra utalnak, hogy a rdvidebb C-terminalis doménnel rendelkezé H1
variansoknak a kromatinhoz vald affinitasa kisebb, és sokkal dinamikusabban
cserélédnek a kromatinon (36). Bizonyos variansok csak heterokromatinban, masok
féleg eukromatinban fordulnak elé (36). Vannak olyan H1 valtozatok, melyek
létfontosagu funkciokért felelések a sejtben. A human H1.0 alternativ hisztonnak
fontos szerepe van a pluripotens sejtek differencialédasa soran a pluripotenciaért
felel6s gének csendesitésében, mivel hianyaban ezek a gének aktivak maradnak,
ami késleltetett, rendellenes differencialdédashoz vezet (37). Ezzel szemben mas
variansok szerepe redundansnak tlnik, hiszen hianyukat mas alternativ linker
hiszton jelenléte képes kompenzalni, igy delécidjuk nem jar fenotipussal. H1c, H1d
vagy H1e mutans egerek a vad tipushoz hasonldéan életképesek, fertilisek és
normalis fejl6dést mutatnak, csakugy, mint a H1%/H1c, H1%/H1d vagy H1%H1d dupla
mutansok. llyen esetben a tobbi szomatikus varians fehérje szintje megemelkedik
és potolja a depletalt hisztont (38). H1c/H1d/H1e tripla mutans egerek, melyekben
a H1 tartalom a vad tipus 50 %-ara esik, azonban mar embrionalis korban
elpusztulnak (39). EmI&ésokben tehat a H1 fehérje szerepe létfontossagu. Ezzel
ellentétben a mar emlitett, csak egyetlen linker hisztonnal rendelkezé A. nidulans-
ban és S. cerevisiae-ben a H1 gén delécidja semmilyen fenotipust nem von maga
utan (40,41).
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1.6. PETESEJT- ES EMBRIOSPECIFIKUS LINKER HISZTON VARIANSOK

A H1 variansok k6zott szamos olyan talalhatd, amely csak az ivarvonalban
€és a korai embrionalis fejlédés soran fejezédik ki. Ezek a fehérjék altalaban
méretiket és aminosav-Osszetételiket tekintve nagymeértékben eltérnek a
szomatikus H1 variansoktol. A gerinctelen tengeri siin (Echinoidea) minden hiszton
fehérjébdl rendelkezik petesejt- és embridspecifikus varianssal, melyeket osztdédasi
stadium (CS, cleavage stage) hisztonoknak neveziink. Ezek a fehérjék, kdzottlik a
CS H1 részt vesznek a spermium oOrokitbanyaganak dekondenzalasaban és a
genom gyors szintézisében (42—-44). A dél-afrikai karmosbéka (Xenopus laevis)
korai fejlédésében szerepet jatszé H1 variansa a B4 (H1M) nevil hiszton fehérje,
amely szintén csak petesejtben és a korai embrionalis szdvetben fejezédik ki, és
egeészen a gasztrula stadiumig jelen van a fejl6dé embridban (45,46). A zebra danié
(Danio rerio) H1M linker hiszton variansa hasonloképpen a gasztrula stadiumig van
jelen a korai embridban, majd a gasztrulaciétél kezdédéen a kifejezédési mintazata
visszaszorul a primordialis ivarsejtekre, melyekbdl a fejlédés soran az érett
ivarsejtek alakulnak ki (47,48). Az egerekben 11 linker hiszton varians fordul eld,
melyek kozil a H1FOO a petesejtben kifejezdd6 alternativ hiszton. HIFOO mRNS-
atiras a fertilizaciot kovetéen mar nem torténik, azonban az RNS fennmarad az
egysejtes embridallapotig, majd a keétsejtes stadiumtdl rohamosan csokken a
szintje, és végul felvaltjak a szomatikus H1 variansok. A H1FOO els6sorban a H3.3
hiszton varianssal Iép kdlcsdnhatasba, és nem a H3.1 és H3.2 fehérjékkel, melyek
a zart kromatinstruktira kialakulasaban jatszanak szerepet. igy a H1IFOO az
egysejtes embrid lazabb kromatinszerkezetéhez jarul hozza. A H1FOO kiutése
fokozott H3.1/H3.2 kromatinba épulést eredményez, melynek kdvetkeztében a DNS
replikacio, és igy a kétsejtes allapotba lépés is késést szenved, ez azonban a

tovabbi fejlédést és fertilitast nem befolyasolja (49,50).

1.6.1. Alternativ linker hiszton fehérje Drosophila melanogaster-ben

A Drosophila melanogaster-rél sokaig azt feltételezték, hogy egyetlen linker
hiszton fehérjével rendelkezik (H1). 2013-ban felfedeztek egy alternativ linker
hisztont, amely fehérjeszerkezetét tekintve hasonld, azonban aminosavsorrendjét

€s méretét tekintve eltér6 a H1 fehérjéhez képest. Ezt a fehérjét a mérete alapjan
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BigH1-nek nevezték el, és kimutattak rola, hogy az embrionalis fejl6dés kezdeti

szakaszaban tolti be a linker hiszton szerepét (51).

1.6.1.1. Drosophila korai embrionalis fejlodés

A Drosophila embri6 fejlédése a fertilizaciot kdvetd 13 szinkronizalt magi
osztodassal kezdbédik. Ez a folyamat meglehetésen gyors, az osztodasokat csak
DNS replikacié (S-fazis, mely alig tdbb mint 3 perc, (52)) és mitdzis (M-fazis)
jellemzi. A 9. ciklus soran a magok tébbsége az embrié felszine felé vandorol, és
egy rétegben helyezkednek el, kialakitva a szincicialis blasztodermat. Ezt kdvetéen
a magi ciklusok kismérték, de fokozatos lassulast mutatnak, a 14. ciklus idétartama
pedig meghaladja az egy orat. Ebben a ciklusban minden felszinre vandorolt mag
€s a kornyezetukben lévd citoplazma korul kialakul a plazmamembran, igy valodi
sejtek jonnek létre. Ezt a folyamatot cellularizalédasnak nevezzik, melynek soran a
szincicialis blasztoderma embridbdl cellularis blasztoderma embrio lesz. A cellularis
blasztoderma embrié ezutan a gasztrulacio fazisaba lép, melynek soran kialakulnak

a csiralemezek (53) (5. abra).

A fejl6dé embridban nem csupan morfologiai valtozasok torténnek. A fertilizaciot
kovetden az embrionalis genomrdol mMRNS szintézis nem torténik, igy a fejlédést az
anyatodl szarmazdé géntermékek iranyitjak. A tovabbiakban azonban az utéd 6nallo
fejlédéséhez szlkségesse valik a genom aktivacidja is. Ezt a folyamatot maternalis-
zigotikus tranzicionak (MZT) nevezzuk, amely soran az anyai géntermékek
fokozatosan lebomlanak, és atadjak helylket a genomrol termel6déknek. Mar a 8.
ciklustdl kezdve kimutathaté bizonyos zigotikus gének transzkripcids aktivitasa,
majd az aktiv gének szama a ciklusok elérehaladtaval fokozodik. A folyamat a 14.
ciklus végére kiteljesedik, és a cellularizaciot kovetd fejlédési stddiumokat mar

zigotikus géntermékek vezérlik (54,55).
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5. abra. Drosophila korai embrionalis fejlédés. A megtermékenyitést kbvetéen az embridban 13
gyors magi osztédas zajlik le, és a magok az embrié felszinére vandorolnak, kialakitva a szincicialis
blasztodermat. A 14. ciklus soran kialakulnak az egyedi sejtmagok (cellularizacio folyamata), majd
megkezddbdik a gasztrulacié. A cellularizacidval egyidében nagymértékben megné a transzkripcios
aktivitas a genomrdl (zigotikus genomaktivacio) (54). A piros csillagok az ivarvonal sejtek (polaris

sejtek) elhelyezkedését jelzik.

1.6.1.2. A BigH1 linker hiszton szerepe a korai fejlddésben

A Kkorai fejl6dési szakaszokra jellemzé BigH1 fehérjét a korabban CG3509-
ként ismert gén kbdolja, amely a harmadik kromoszéoma jobb karjan (3R)
helyezkedik el. A BigH1 mas petesejt-specifikus linker hisztonokhoz hasonl6an
nagyobb méret, mint a kanonikus H1, nevét is errél a tulajdonsagardl kapta. A
BigH1 fehérje nagyobb mérete a meglepéen hosszu, 103 aminosavbdl allé N-
terminalis régiojabdl ered, amely a kanonikus H1l-el szemben nagy aranyban
tartalmaz savas természetli glutamat (E) és aszpartat (D) aminosavakat. A teljes
fehérjét 353 aminosav épiti fel, mérete korilbeltl 38,6 kDa, és szerkezetileg a tobbi

linker hisztonra is jellemzd tripartit strukturaval rendelkezik.

2013-ban a BigH1l-et a korai embriégenezisre jellemzd egyetlen linker

hisztonkeént irtak le, amely a cellularizaciot megel6z6 osztodasi ciklusokban (0-2
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oraval a fertilizaciot kovetéen) mRNS-ként és kromatinhoz egyenletesen kot6dé
fehérjeként is nagyon abundans. A cellularizaciot kovetéen ronamosan lecsokken a
szintje, és fokozatosan kicserélédik a szomatikus H1 fehérjére a kromatinon (51). A
BigH1 fehérje csak a primordialis ivarvonal 6ssejtekben (PGC, primordial germ cell)
marad fenn (51), melyekben a zigdtikus genomaktivacio késleltetve torténik meg a
transzkript elongacioért feleldés RNS polimeraz Il Ser2 foszforilaciojanak

represszioja miatt (55,56) (6. abra).

Szincicidlis
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6. abra. A BigH1 fehérje kifejez6dése embrionalis fejlédés soran. Piros szin jeldli a BigH1
fehérjét tartalmazé sejtmagokat. A gasztrula stadiumban a BigH1 csak a primordialis ivarvonal

Ossejtekben marad fenn, a gasztrulalodd embrid tobbi sejtjében a H1 atveszi a szerepét.

A BigH1 mRNS és fehérje expresszio a felnétt Drosophila egyedek him- és
néstény ivarvonalaban is fennmarad. A néstények petefészkeiben az oocitaban, és
a késdi stadiumokban az oocitaval szomszédos dajkasejtekben is jelen van, mig a
himivarvonalban az 6ssejtekben és a differencialddott spermatocitakban fejez6dik
ki (51). Utdbbi esetben ismert, hogy a BigH1 a Bam (bag of marbles) fehérjével

egyutt kettds negativ visszacsatolassal szabalyozzdk a spermatocitak

,,,,,,

Kezdetben a BigH1 linker hisztont a fejlédéshez elengedhetetlen fehérjének
gondoltak, hiszen a BigH1 funkciévesztéses mutans allatok még a korai
embridgenezis soran elpusztultak, és sulyos mitétikus hibakat, DNS-karosodast és
korai zigotikus genomaktivaciora utald jeleket mutattak. Ezen fenotipusok
megjelenése miatt azt feltételezték, hogy a BigH1 fehérje sziikséges ahhoz, hogy
megakadalyozza a genom idd elétti aktivacidjat, és addig a kromatint represszalt

allapotban tartsa (51). Késébb azonban bebizonyosodott, hogy a fenotipust egy
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hattérmutacido okozhatta, és a Drosophila fejlédése a BigH1 hianyaban is
megfeleléen zajlik, igaz, hogy ebben az esetben a BigH1 hianyat eddig ismeretlen

modon a szomatikus H1 kompenzalja (58,59).

igy tehat a BigH1 linker hiszton embrionalis fejlédésben betdltdtt pontos
szerepe tovabbra is ismeretlen. A dolgozatban bemutatott kisérletsorozatokkal arra
kerestem a valaszt, hogy milyen nem letélis fenotipusok figyelheték meg a BigH1
fehérje hianyaban, ezek a fenotipusok milyen funkcidkkal kapcsolhatok 6ssze, és
végul dsszefoglalva: miért alkalmasabb linker hiszton a korai fejlédés soran a nem

esszencialis BigH1, mint a szomatikus H1?
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2. CELKITUZESEK

A linker hiszton fehérjék tdbbsejti élélényekben nélkilézhetetlenek a
fejlédéshez és az altalanos génszabalyozashoz szukséges kromatinszerkezet
kialakitasahoz. A legtobb tobbsejti allatban az embrionalis fejlédés kezdeti
szakaszaban, tehat a fejlédés legelsé6 és legfontosabb |épései soran egy alternativ
linker hisztonra van szikség, amely a maternalis-zigétikus tranzicié folyaman
kanonikus H1 fehérjére cserélddik. A linker hisztonok vizsgalatara kevés alkalmas
modell Iétezik, hiszen ezek a fehérjék tobb varianssal rendelkeznek, melyeknek a
funkcioja sok esetben redundans. Emiatt valasztasunk a Drosophila melanogaster
(ecetmuslica) modellallatra esett, hiszen az ecetmuslica csupan két linker hiszton
fehérjével rendelkezik, a kanonikus H1-gyel és az ivarvonal- és embridspecifikus

BigH1-gyel.

Csoportunkban a BigH1 fehérje embrionalis fejlédésben betdltott szerepét
kivantuk vizsgalni, illetve arra a kérdésre valaszt kapni, hogy funkcionalisan miként
tér el a kanonikus H1 linker hisztontél. Ehhez olyan mutans Drosophila vonalakat
hoztunk létre, amelyekben a BigH1 fehérje kddolé szakaszat BigH1-H1 kiméra
fehérjékre cseréltik. Az egyes kimérakban a BigH1 linker hiszton harom
doménjének valamelyikét vagy mindegyikét kanonikus H1 fehérje domének
helyettesitik, mely lehet6séget adott a két linker hiszton fehérje doménjeinek

funkcionalis 6sszehasonlitasara.

Az én feladatom elsésorban a BigH1 és H1 fehérjék altal kialakitott
kromatinszerkezet kilonbségeinek vizsgalata volt, melyhez a kovetkezd kérdések

megvalaszolasat tiztuk ki:

1. Hogyan befolyasolja a kromatin hozzaférhetéségét és a nukleoszomalis DNS
hosszat a kanonikus H1 jelenléte a korai embrionalis szovetben?

2. Befolyasolja a nukleoszémak, illetve kromatoszomak stabilitasat, hogy BigH1
vagy H1 a hozzajuk kapcsolédé linker hiszton?

3. Tapasztalhatd-e génexpresszios valtozas attol figgéen, hogy BigH1 vagy H1

linker hiszton talalhat6 a kromatinallomanyban?
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4. Tovabba feladatom volt egy BigH1 fehérjét nem kifejezé nullmutans (NULL)
és egy foszforildlddasra nem képes BigH1 fehérjét kifejez6 mutans (PO)

létrehozasara alkalmas plazmid tervezése és el6allitasa.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. DROSOPHILA VONALAK ELOALLITASAHOZ SZUKSEGES PLAZMIDOK
LETREHOZASA

3.1.1. BigH1 nullmutans (dBigH1"Y-t) szekvencia klénozasa
3.1.1.1. Plazmid megtervezése

A nullmutans allatok létrehozasahoz olyan plazmidot terveztem, amelyben a
BigH1 kodolo szekvencigjat loxP helyek kozé illesztett mCherry fluoreszcens
markerre cseréltem, viszont az UTR-ek érintetlenek maradtak. igy az allatokban
nem termelédik BigH1 fehérje, azonban az mCherry marker annak megfelel6 idében
és mintazatban fejezédik ki, igy jol kovetheté a fehérje expresszidos mintazata
fluoreszcens mikroszkopiaval, illetve a loxP helyek miatt Cre rekombinaz
segitségével barmikor eltavolithatd az mCherry szekvencia a genombodl. A
konstrukcio elkészitéséhez egy olyan plazmidot hasznaltam fel, amelyet
csoportunkban készitettliink, és a vad tipusu BigH1 fehérjét hordozza mCherry
taggel ellatva (pUC18 PvuDel dBigH1 mCh).

3.1.1.2. Primertervezés Szekvencia és Ligalas Fliggetlen Klébnozashoz (SLIC)

A klénozast Szekvencia és Ligalas Fuggetlen Klénozas (SLIC) technikaval
végeztem, mely lehetévé teszi tobb DNS molekula 6sszekapcsolasat egyszeri
modon (60). A modszer alapja, hogy az 6sszeépitendé6 DNS molekulakat PCR-rel
sokszorozzuk. Ehhez olyan primereket alkalmazunk, amelyek korulbeltl 25-25
bazispar atfedésben vannak mindkét molekula 6sszekapcsolni kivant végeivel, igy
a létrejovd PCR termékek végei is atfednek majd. Az amplifikalt DNS molekulakat
méretuktdl figgd aranyban dsszekeverjuk, majd T4 polimerazzal kezeljuk, aminek
dNTP hianyaban exonukleaz aktivitasa van, igy 25 bp tulnyulé végeket hozunk Iétre.
Az emésztett DNS-t azonnal transzformaljuk, és a plazmid 6sszeéplilése mar a
baktériumban toérténik homolég rekombinaciéval. A mddszer kdvetelményeinek
megfelel6 primereket terveztem, melyek atfednek a IloxP és az mCherry
szekvenciajaval is (loxP mCh Fw és loxP mCh Rev primerek), a BigH1 5’ vagy 3’
UTR-ével és a loxP hellyel (loxP 3'UTR és loxP 5’'UTR primerek), illetve két olyan
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primert, amik az origdéban vannak és egymassal részlegesen atfednek (PSLIC F és
PSLIC R). A felhasznalt primerek szekvenciajat az 1. Fuggelék tablazat

tartalmazza.

3.1.1.3. PCR reakcidk és fragmentum izolalas

A tervezett primerek segitségével harom PCR-t végeztem a pUC18 PvuDel
dBigH1 mCh plazmidon, igy harom szakaszt amplifikalva, amiket késébb SLIC-kel
épitettem dssze. Minden reakcidban Q5 polimerazt alkalmaztam az inszertek nagy
mérete, illetve a fidelitas fontossaga miatt. A kdvetkez6 beallitasokat hasznaltam az

egyes reakciokhoz (1. tablazat):

PSLIC F PSLICR loxP mCh Fw

loxP 5UTR loxP 3UTR loxP mCh Rev

(1948 bp) (1185 bp) (766 bp)

98°C 30 mp 98°C 30 mp 98°C 30 mp

98 °C 10 mp 98 °C 10 mp 98 °C 10 mp

63 °C 30 mp 60 °C 30 mp 63 °C 30 mp - 6 ciklus
72 °C 2 perc 72 °C 1,5 perc 72 °C 2 perc

98 °C 10 mp 98 °C 10 mp 98 °C 10 mp

69 °C 30 mp 66 °C 30 mp 69 °C 30 mp - 30 ciklus
72 °C 2 perc 72 °C 1,5 perc 72 °C 2 perc

72 °C 3 perc 72 °C 3 perc 72 °C 3 perc

4°C 4°C 4°C

1. tablazat. PCR programok a BigH1 NULL mutans szekvenciat hordozo plazmid eléallitdsahoz

szilkséges DNS fragmentumok amplifikalasahoz.

A PCR reakciok sikerességét és a keletkezett termékek méretét 1%-o0s
agaroz gélen futtatva ellenériztem, majd Biostep UV transilluminator készulékre
helyezve a gélt UV fénnyel (312 nm) lathatéva tettem a DNS mintakat és pengével
kivagtam Oket, ezt kdvetéen Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kittel (Macherey-
Nagel) izolaltam, a gyart6 utmutatasa szerint. A DNS koncentraciéjat Nanodrop

2000-rel mértem le.
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3.1.1.4. SLIC reakcio és transzformalas

A reakcidt 10 ul végtérfogatban mértem 6ssze, amelyhez 0,2 ul T4 polimerazt
(Thermofisher Scientific) és 1 uyl 10x G puffert (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM
MgCI2, 50 mM NaCl, 0.1 mg/ml BSA) (Thermofisher Scientific) adtam. A harom
DNS mintat a méretukbdl adodoan 1:2:3 molaris aranyban mértem be a reakcioba,
majd kiegészitettem 10 ul végtérfogatra. 2,5 percig 25 °C-on, majd 10 percig jégen
inkubaltam, ezt kovetéen pedig a teljes reakcidelegyet 2T1 baktérium sejtekbe
transzformaltam. A minta hozzaadasat kovetéen a sejteket 30 percig jégen
tartottam, majd hésokkoltam 90 mp-ig 42 °C-on. H6sokk utan 1 ml YTB tapoldatot
és 7 Jl glukézt adtam a sejtekhez, és tovabbi 1 6rat inkubaltam 37 °C-on. Ezt
kovetden a sejteket centrifugalassal kitlepitettem (13000 rpm, 1 perc) és ampicillin
tartalma YTB agar lemezekre szélesztettem (5 g éleszt6 kivonat, 5 g NaCl, 10 g

tripton, 2% agar 1 liter oldathoz).

3.1.1.5. Plazmid preparalas

A lemezekrél folyékony YTB (5 g éleszt6 kivonat, 5 g NaCl, 10 g tripton 1 liter
oldathoz) tapoldatba oltottam a telepeket, és éjszakan at névesztettem 37 °C-on.
Masnap 1,5 ml baktérium kulturat tiszta Eppendorf csébe mértem, centrifugalassal
killepitettem a sejteket (13000 rpm, 1 perc), és eltavolitottam a tapoldatot. A
baktérium pelletet felszuszpendaltam 100 pl Puffer I-ben (25 mM Tris pH 8, 50 mM
glikéz, 10 mM EDTA, 5 pg/ml lizozim) és 5 percig inkubaltam 25 °C-on.
Hozzaadtam 200 ul Puffer II-t (1% SDS, 200 mM NaOH), és addig forgattam a
csovet, amig fel nem tisztult a minta, majd 5 percig inkubaltam jégen. Ezt kdvetéen
hozzaadtam 150 pul Puffer Ill oldatot (3 M K-acetat pH 4.8, 11.5% ecetsav), és Ujabb
5 percre jégre tettem, majd a csapadékot centrifugalassal tlepitettem (13000 rpm,
5 perc). A fellluszét tiszta Eppendorf csébe tettem ugy, hogy a csapadékbdol semmi
ne keruljon at, a mennyiségéhez mérten 2 térfogat DNS dializaléval telitett fenolt
és V2 térfogat kloroform:izoamilalkohol (24:1) keverékét adtam hozza, majd erésen
vortexeltem 1 percig. A mintakat centrifugaltam (13000 rpm, 5 perc), majd a fels6
fazist uj Eppendorf csébe helyeztem és a mennyiségéhez képest két térfogatnyi

96%-0s etanolt adtam hozza. Rovid vortexelést kovetéen 30 percre -80 °C-o0s
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hiatébe helyeztem, majd kitlepitettem a csapadékot centrifugalassal (13000 rpm, 5
perc). Eltavolitottam a feluluszo6t, és mostam a csapadékot 1 ml 70%-o0s 4 °C-os
etanollal (13000 rpm, 5 perc). Ezt kdvetbéen vakuum pumpaval szaritottam be a
csapadékot, és feloldottam RNaz tartalmu TE pufferben (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM
EDTA, 1 mg/ml RNaz). Tesztemésztéssel megbizonyosodtam arrol, hogy a plazmid

tartalmazza a kivant modositasokat.

3.1.1.6. Beépités pTZ vektorba és el6készités injektalasra

A modositott BigH1 szekvenciat a leirt médon létrehozott plazmidbdl olyan
modositott pTZ vektorba klénoztam, amelyet csoportunkban készitettink és mar
tartalmazta a BigH1 gén genomi kornyezetét, a homoldg karokat. Ehhez az
elkészllt, BigH1 nullmutans szekvenciat hordozé plazmidot és a modositott pTZ
vektort BstZ171 és Bglll restrikcios enzimekkel (Thermofisher Scientific)
emésztettem, majd a korabban ismertetett médon gélbdl izolaltam a szukséges
fragmentumokat (1156 bp méretl szakasz a BigH1 nullmutans szekvenciat hordozé
plazmidbdl, és 5994 bp hosszusagu szakasz a médositott pTZ vektorbdl). T4 ligazt
(Thermofisher Scientific) hasznalva (1:6 inszert:vektor aranyt alkalmazva, 16 °C-on,
éjszakan at) a pTZ vektoron talalhaté homoldg karok kozé illesztettem a BigH1
UTR-ek altal hatarolt mCherry-loxP szekvenciakat. A transzformalast és plazmid
preparalast a korabban leirt moédon végeztem, majd Xhol és Bglll enzimekkel
torténd restrikciés emésztéssel kimutattam, hogy sikeres volt a kivant plazmid
létrehozasa. Injektalashoz nagy mennyiségi és jo minéségl plazmid DNS-re van
szikség, amit Qiagen Plasmid Midi Kit segitségével, a gyarté altal megadott
protokollt kdvetve izolaltam, majd a visszanyert plazmidot injektalé pufferben
oldottam fel (5mM KCI, 0.1mM KH2POa4, pH:7.8), és 500 ng/ul koncentraciéban
készitettem el injektalasra, amit az SZBK Drosophila Injektalé laborjaban
végeztek. A létrehozott Drosophila vonalra a tovabbiakban NULL mutansként

hivatkozom. A kldbnozas menetét a 7. abra mutatja be.
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. UTR-ek [] dBigH1 gén . mCherry marker D loxP szekvencia . 3x FLAG tag

— Mutaciokat hordozé primerek

7. abra. NULL és PO mutans allélok klonozasi sémaja. A) NULL BigH1 deléciés mutans

Drosophila térzs létrehozasara alkalmas modositott szekvencia elkészitésének sémaja. A/l) A

pUC18 PvuDel dBigH1 mCh plazmidrdl a nyilakkal jel6lt primerparokkal az A/2) részen jeldlt

szakaszokat amplifikaltam, melyek az A/3) abran jel6lt modon éplltek 6ssze a SLIC reakcid soran.

B) PO BigH1 mutéans Drosophila vonal Iétrehozasara alkalmas maédositott szekvencia elkészitésének
sémaja, az S287/288 plazmid elkészitését bemutatva. B/1) A pUC18 3F dBigH1 loxP mCherry

plazmidrdl a nyilakkal jeldlt primerparokkal a B/2) részen jel6lt szakaszokat amplifikaltam, melyek a

B/3) &bran jeldlt médon éplltek dssze a SLIC reakcidé soran. C) A mddositott BigH1 szekvencia

klonozasa pUC18 vektorbdl a homolég karokat hordozé pTZ vektorba, BstZ171 és Bglll restrikcios

enzimek felhasznalasaval.

23



3.1.2. BigH1 foszforilaciés mutans (dBigH13F-AGP0) szekvencia klonozasa
3.1.2.1. Plazmid és primerek megtervezése

A BigH1 fehérjében négy foszforilacidés helyet talaltunk Zhai és mtsai (61)
munkaja alapjan. Ezeknek pontos pozicidja S287, S288, S299 és S331 (C-
terminalis). A mutans el6allitasahoz mind a négy szerin aminosavat alaninra
cseréltem SLIC reakcié segitségével. Ehhez olyan primereket terveztem, amelyek
mar a mutans formaban hordozzak a kérdéses aminosavat koédold szekvenciat
(S287/288A F és R, S299A F és R, S331A F és R, 1. Fuggelék tablazat. A forward
és reverz primerek egymassal atfednek a SLIC-nek megfelel6 modon). A
mutaciokat egy olyan plazmidon hoztam létre, amelyet korabban a csoportunkban
allitottak eld, és a 3x FLAG tagelt BigH1 gént és a dsRed markert hordozza (pUC18
3xFlag dBigH1 dsRed) (62).

3.1.2.2. PCR reakciok

A PCR reakcidkat a nullmutanshoz hasonléan Q5 polimerazzal végeztem, a
2. tablazatban leirt programok szerint. A reakcio templatja az S287/288 pozicid
mutagenezise soran a pUC18 3xFlag dBigH1 dsRed plazmid volt, az S299 esetén
az S287/288 mutaciot hordozd plazmid, az S331 mutagenezisekor pedig az a
konstrukcio, ami a masik harom poziciét mar modositott formaban hordozta. A PCR

termékeket a korabban leirt médon ellenériztem és tisztitottam.
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S287/5288 S299 S331
S287/288AF PSLICF S299A F PSLIC F S331AF PSLIC F
PSLIC R S287/288AR PSLICR S299A R PSLIC R S331AR
(2613 bp) (2947 bp) (2578 bp) (2982 bp) (2482 bp) (3078 bp)
98°C 30 mp 98°C30mp 98°C30mp 98°C30mp 98°C30mp
98 °C 10 mp 98°C10mp 98°C10mp 98°C10mp 98°C 10 mp
64 °C 30 mp 66°C30mp 63°C30mp 67°C30mp 65°C30mp 6 ciklus
72 °C 2 perc 72°C2perc 72°C2perc 72°C2perc 72°C2perc
98 °C 10 mp 98°C10mp 98°C10mp 98°C10mp 98°C10mp ]
72 °C 30 mp 72°C30mp 69°C30mp 72°C30mp 72°C30mp | 30 ciklus
72 °C 2 perc 72°C2perc 72°C2perc 72°C2perc 72°C 3 perc |
72 °C 3 perc 72°C3perc 72°C3perc 72°C3perc 72°C 3perc
4°C 4°C 4°C 4°C 4°C

2. tablazat. PCR programok a PO mutans szekvenciat hordozo plazmid eléallitasahoz sziikséges

DNS fragmentumok amplifikalasahoz.

3.1.2.3. SLIC reakciok és plazmidok elokészitése

Az egyes reakciok esetén a PCR-rel a 2. tablazatban leirt médon eléallitott,
majd tisztitott DNS molekulakat hozzavetélegesen 1:1 molaris aranyban mértem
0ssze, majd a mintakat a fentebb részletezett mdédon kezeltem, transzformaltam,

szélesztettem és preparaltam.

3.1.2.4. Plazmidok ellen6rzése

Az S287 és S288 pozicidk mutacioja Eagl, az S299 pozicidéé pedig Munl restrikcios
endonukleaz felismerdhelyet hozott létre, igy tesztemésztéssel ellendriztem a
plazmidok szerkezetét. Az S331 mutacidjakor nem jott létre Uj hasitdhely, ezért
kolénia PCR-rel ellenériztem az S331A_C_F és S/A_C_R primereket hasznalva.
Ehhez egyedi baktérium telepeket mostam bele fogvajéval az elére 6sszemért PCR
reakcioba (HOT FIREPol DNS polimeraz (Solis BioDyne), a gyartd utasitasait
kovetve), melynek paraméterei a kdvetkezdk voltak: 95 °C 15 perc, 95 °C 30 mp,
60 °C 30 mp, 72 °C 30 mp, 72 °C 3 perc, 4 °C. A tesztek alapjan megfelelének
bizonyult plazmidokat Sanger szekvenalassal is ellenériztem. Minden modositas
sikeres volt, igy létrehoztam egy olyan plazmidot, amelyben a BigH1 minden eddig

ismert foszforilacids helye hianyzik.
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3.1.2.5. Beépités pTZ vektorba és elokészités injektalasra

A nullmutans elkészitésével azonos médon tortént, melynek sémajat a 7.

abra mutatja be.

3.2. FELHASZNALT DROSOPHILA VONALAK

A kisérletekben felhasznalt BigH1 mutans térzseket csoportunk allitotta elé
(62). Minden vonal a BigH1 fehérjét modositott formaban hordozza, melyek kozil a
3F (3x FLAG-jelolt BigH1-et kifejez6) vonal a Kkisérletek soran a fehérje
expressziojanak kimutatasara és kovetéseére, illetve kontrollként szolgalt. A tovabbi
vonalak BigH1-H1 kiméra fehérjéket hordoznak (HBB, BHB, BBH, HBH, HHH), ahol
mindharom betl egy-egy domént jelez (elsé betii: N-terminalis, masodik: globularis,
harmadik: C-terminalis domén). Az N-terminalis domén mutansokat roviden H1-
NTD-nek, a globularis domén mutansokat H1-GD-nek, a C-terminalis domén
mutansokat H1-CTD-nek nevezzik. A domén hatarok a két fehérje esetén a
kovetkezék: BigH1 N-terminalis domén: M1-K97; BigH1 globularis domén: P98-
T168; BigH1 C-termindlis domén: D169-STOP354; H1 N-termindlis domén: M1-
P44; H1 globularis domén: S45-A119; H1 C-terminalis domén: S120-STOP257. A
HHH allatokban a teljes BigH1 kodold szekvenciat Hisl (H1) kddolo szekvenciara
cseréltik. Létrehoztunk tovabba egy olyan Drosophila vonalat, amely korai STOP
kodont hordoz a BigH1 génben (NSTOP). A vad tipusu kontrollként hasznalt w1118
torzset (BDSC_3605) és a H2Av-GFP transzgént kifejez6 Drosophila vonalat
(BDSC_24163) Bloomingtonbdl szereztik be. A BigH1 gén genomi kdrnyezetét, a
génmodositott allatok Iétrehozasakor felhasznalt genomi szekvenciakat és a BigH1

mutans Drosophila vonalak genotipusat a 8. abra mutatja be.
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A upstream gRNS downstream gRNS

BigH1 F_w. I I ﬁgH? Rev
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Rad17 dBigH1 Meiltrin
B
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upstream . N downstream
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., .

C Genotipus Roviditett név._ Mddositott szekvenciak
w'; dBigH1 ¥FLAG:8941 dsRed s —ETTTTTHTTD-— -t
' g 57416 g vee (NI —
w*; dBigH1 3xFLAG-BHE dsRed BHB

w*; dBigH1 3XFLAG-HBH dsRed HBH

w*; dBigH1 3xFLAG-HHH dsRed HHH

' dBig1 2142 0 defeg e D —
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w*; dBigH1 NULL NULL

B uTR-ek [l 3x FLAG tag [] dBigH1 szekvencia [ dH1 szekvencia

- dsRed/mCherry marker gén «onP szekvencia

8. abra. Médositott BigH1 szekvenciat hordozé Drosophila vonalak bemutatasa. A) A BigH1
gén és genomi kdrnyezetének sematikus abrazolasa, a CRISPR/Cas9 alapu genomszerkesztésnél
primer parokkal. B) A 3F allélt hordoz6é vonal eléallitasahoz felhasznalt plazmid sematikus
abrazolasa. A plazmid hordozza az upstream és downstream homolég karokat, a dsRed marker gént
loxP helyek kozott, és a mddositott BigH1 szekvenciat, melynek plazmidba klénozasa BstZ171 és
Bglll restrikcios enzimek segitségével tortént. C) A moddositott BigH1 gént hordozé allatok

genotipusa, azok réviditett neve és a modositott szekvenciak felépitése.
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3.3. DROSOPHILA EMBRIOK GYUJTESE ES ELOKESZITESE

Az embriok gyljtéséhez specialis taptalajra petéztettem az allatokat,
melynek dsszetétele 10 g Bacto agar, 1 g cukor, 1 g szénpor, 2 ml almaecet, 3 ml
20%-0s nipagin 500 ml tapoldathoz. Az embridkat ecset segitségével
O0sszegydujtottem, majd egy percre haztartasi hipdba helyeztem, igy dekorionaltam.
Ezt kovetéen alaposan mostam vizzel, majd Eppendorf csébe helyeztem &ket,
lemértem a sulyukat analitikai mérlegen, és folyékony nitrogénben lefagyasztottam.

Az embridkat felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

3.4. FEHERJEK MENNYISEGI VIZSGALATA
3.4.1. Fehérje preparatumok készitése Western blothoz

A fehérje preparatum készitéséhez 10-50 mg mennyiségl 1-2, illetve 3-4
oras embriokat hasznaltam fel. A mintakat a fehérje extraktum elkészitése soran
VEgig jégen tartottam. A preparatum készités alapja a Pérez-Montero és mtsai altal
leirt protokoll volt (51), melyet a kovetkezOképpen mddositottam. A fagyasztott
embriokat A/1 pufferben (0,23 M szachar6z, 15 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM KClI,
15 mM NaCl, 0.15 mM spermin, 0.5 mM spermidin, 0.2 mM PMSF, 14 mM
merkaptoetanol, 0.25 mM MgClz) homogenizaltam, majd centrifugalassal
ulepitettem a csapadékot (3300 g, 15 perc, 4 °C). A fellluszét tiszta Eppendorf
cs6be helyeztem, ez a nem kromatinkotott fehérjefrakcidnak felel meg. A
csapadékot megmostam egyszer A/l pufferrel, majd egyszer A/2 pufferrel (15 mM
Tris-HCI pH 7.5, 60 mM KCI, 15 mM NacCl, 0.15 mM spermin, 0.5 mM spermidin,
0.2 mM PMSF, 14 mM merkaptoetanol, 0.25 mM MgCl2). Mosas utan a csapadékot
felvettem A/2 pufferben, majd 2x SDS minta puffert adtam hozza, és 10 percig
forraltam. A séelucios mintak esetén a két mosas utan felvettem a csapadékot olyan
A/2 pufferben, amit kiegészitettem a megfelelé mennyiségli NaCl-dal. A mintakat
10 percig jégen tartottam, majd centrifugalassal Ulepitettem a csapadékot (3300 g,
15 perc, 4 °C). A fellluszét attettem egy tiszta Eppendorf csébe, ez a séelualt
frakcio. A csapadékot felvettem A/2 pufferben, ez a séellcié utan a kromatinkotott
fehérjefrakcio. Minden mintahoz 2x SDS minta puffert adtam, és forraltam 10 percig,
majd -20 °C-on taroltam felhasznalasig. Harom flggetlen biolégiai ismétliést

végeztem.
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3.4.1. Tricin-SDS-PAGE és Western blot

A fehérjemintakat 10%-os tricin-akrilamid gélen futtattam meg, amelyhez
gélpuffert (1 M Tris, 0,1% SDS, pH 8.45), andd puffert (0,1 M Tris-HCI pH 8.9) és
katod puffert (0,1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS, pH 8.25) hasznaltam fel (63). A
gelt 30-50 V feszultséggel, 40 mA allandé aramerdsséggel futtattam, amig a
fehérjék elérték a szeparalod gélt, majd masfél 6ran at folytattam a futtatast 150-170
V-on 120 mA mellett. Futas utan a gélbdl a fehérje mintakat 0.2 ym pérusméretd,
metanollal aktivalt PVDF membranra (Millipore) blottoltam (150 perc, 40 V, 300 mA)
transzfer pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS, 20% metanol). Blottolast
kovetben a membrant desztillalt vizzel mostam és Ponceau festékkel kezeltem,
hogy meggy6zédjek arrdl, hogy a transzfer egyenletes és buborékmentes volt. A
festéket TBST-vel (10 mM Tris pH 8, 150 mM NacCl, 0.05% Tween 20) kimostam a
membranbdl, amit ezutan 5%-o0s, TBST-ben oldott sovany tejporban blokkoltam 16
orat 4 °C-on. Masnap a blokkol6 folyadékot eltavolitottam, a membrant TBST-vel
mostam, majd megfeleld higitasu elsédleges ellenanyaggal inkubaltam (anti-FLAG
esetén 30 percig, anti-H3 esetén 2 oraig). Ezt kdvetéen a membrant 4x 10 percig
mostam TBST-vel, majd megfelel6 higitasu HRP-vel konjugalt masodlagos
ellenanyaggal kezeltem 1 6ran at. Ezt ujabb 4x 10 perc mosas kovette, majd a
membrant TBS oldatba (10 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl) helyeztem 1 percre. Az
el6hivast megel6z6en a membrant 10x higitott ECL reagensbe helyeztem, majd LI-
COR C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner segitségével felvételt
készitettem rola. A felhasznalt elsédleges és masodlagos ellenanyagok
alkalmazasa és forrasa megtalalhatd az 2. Fuggelék tablazatban. A fehérjék
mennyiségét ImagedJ programmal (64) hataroztam meg, a H3 fehérje mennyiségét
hasznalva bemérési kontrollnak, melynek segitségével az egyes mintakban
talalhaté fehérje mennyiség Osszevethetd. Az eredmények statisztikai
ertékeléséhez t-prébat hasznaltam (two-tailed, unpaired).

3.5. MNAZ-ESSZE KORAI EMBRIO KROMATIN EXTRAKTON

120-250 mg 0,5-2,5 6ras embridt hasznaltam fel a kisérletekhez. Hasonlé
modon a Western blotra készult mintdkhoz, az embridokat homogenizaltam A/1

pufferben és centrifugalassal lUlepitettem a csapadékot (3300 g, 15 perc, 4 °C). Az
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ulepitett fazist mostam egyszer A/1 pufferrel (0,23 M szachar6z, 15 mM Tris-HCI pH
7.5, 60 mM KCI, 15 mM NacCl, 0.15 mM spermin, 0.5 mM spermidin, 0.2 mM PMSF,
14 mM merkaptoetanol, 0.25 mM MgCl2), és egyszer CaClz-dal kiegészitett A/2
pufferrel (15 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM KCI, 15 mM NacCl, 0.15 mM spermin, 0.5
mM spermidin, 0.2 mM PMSF, 14 mM merkaptoetanol, 0.25 mM MgClz, 1 mM
CacClz), majd felszuszpendaltam szintén CaClz-dal kiegészitett A/2 pufferben. Az igy
kapott kromatin preparatum koncentraciéjat Nanodrop 2000 miszerrel mértem
meg, majd a kromatint 60 pg-onként szétosztottam Eppendorf csdvekbe és
kiegészitettem 90 pl-re B pufferrel (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM KCI, 15 mM
NacCl, 0.15 mM spermin, 0.5 mM spermidin, 1 mM CacClz). 0.5-0.5 U MNaz enzimet
adtam a kromatin preparatumokhoz, majd 30 percig emésztettem 6ket 37 °C-on.
Ezt kdvetéen a mintdkhoz EDTA-t adtam (10 mM végkoncentracid), és 5 percig
jégen tartottam. Ezutan a mintakat kihigitottam kétszeres térfogatra, 50 pg/ml RNaz
enzimet adtam hozzajuk, és 37 °C-on inkubaltam 20 percig. Inkubalas utan a
fehérjéket denaturaltam 1% SDS és 1 M NaCl hozzaadasaval, majd a DNS-t
fenol:kloroform:izoamilalkohol  extrakcidval kitisztitottam, és megfuttattam
Bioanalyzer 2100 DNA 1000 chipen (Agilent). A mono- és multinukleoszémalis DNS
méretét és koncentracidjat az egyes mintakban a 2100 Bioanalyzer Expert (Agilent)
programot hasznalva manualis integracio segitségével allapitottam meg. Az
eredmények statisztikai értékeléséhez t-prébat hasznaltam (two-tailed, unpaired).

Harom flggetlen bioldgiai és két technikai ismétlést végeztem el.

3.6. NUKLEOSZOMA STABILITAS VIZSGALAT KORAI EMBRIOKBOL
PREPARALT MAGOKON (QINESIn ESSZE)

100-200 mg 0,5-2,5 6ras H2Av-GFP;+ és H2Av-GFP;HHH homozigdta
embriot I/A pufferben (300 mM szachar6z, 10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 1.5
mM MgCI2, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1x proteaz inhibitor
keverék) homogenizaltam és centrifugalassal Ulepitettem a sejttérmeléket (550 g, 1
perc, 4 °C). A fellluszét tiszta Eppendorf csébe pipettaztam és centrifugalassal
killepitettem a sejtmagokat (1300 g, 10 perc, 4 °C). Az ilyen mddon elvalasztott
magokat felszuszpendaltam I/A pufferben. Egy tiszta Eppendorf csébe kimértem a

minta térfogatanak megfelel6 mennyiségi I/B. puffert (1.7 M szachar6z, 10 mM
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HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM MgClI2, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM
PMSF, 1x proteaz inhibitor keverék), majd a mintakat pipettaval rarétegeztem, és
Ovatosan 0Osszekevertem a két fazis kozotti hatarréteget a pipetta tippel. A
csapadékot centrifugalassal elvalasztottam (28 000 g, 15 perc, 4 °C), majd
felszuszpendaltam Il. pufferben (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 2 mM MgCI2,
0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1x proteaz inhibitor keverék). Az igy kapott sejtmag
szuszpenziot az Imre Laszld és mtsai (65) altal leirt protokoll szerint agyaztam be 8
lyuku lemezekbe (ibidi). A magokhoz 1:3 aranyban 1x PBS-ben (137 mM NacCl, 2,7
mM KCI, 10 mM NazHPOa4, 1,8 mM KH2PO4) oldott alacsony olvadaspontu (LMP)
agarozt (1 %) adtam. 22 pl mintat a lyuk aljara csepegtettem, majd lefedtem az
altalam készitett mianyag fed6lapokkal. Szaradasig (5-20 perc, a gél
rétegvastagsagatol figgden) 37 °C-os légtermosztatba helyeztem a lemezt, majd 2
percig jégen tartottam. Minden lyukba 4 °C-os 1x PBS-t pipettaztam, hogy
eltavolithassam a fed6lapokat. A mintakat 3x 3 percig 4 °C-os 1x PBS-sel mostam,
majd a magokat 2x 10 percig permeabilizaltam 4 °C-os 1x PBS/5 mM EDTA-ban
oldott 1% Triton X-100-zal. A mintakat ujra mostam 3x 3 percig, majd 6x 10 percig
4 °C-os NaCl oldattal kezeltem, kulonb6zé koncentraciokban (200, 400, 600, 800,
1000, 1200 és 1400 mM). A NaCl kezelést kovetéen a magokat ujra mostam, majd
éjszakan at fixaltam 1x PBS/5 mM EDTA-ban oldott 1%-os formaldehid oldattal, 4
°C-on. A fixalast ujabb harom mosas kovette, majd a magi DNS-t 12.5 ug/mi
propidium-jodiddal festettem (szintén 1xPBS/5 mM EDTA-ban oldva). 30 perc
inkubaciot kdovetben a festéket lemostam 4 °C-os, 1x PBS/5mM EDTA oldattal, majd
a magokat Spinning Disk konfokalis mikroszképpal fényképeztik le (Visitron
spinning disk konfokalis mikroszkép Yokogawa CSU-W1 egységgel és Andor Zyla
4.2 PLUS sCMOS kameraval, 40x objektiv, NA:0,6) (9. abra). A képek elemzése
iCys 7.0 szoftverrel tortént, az adatok normalizélasa és értékelése pedig az Imre és
mtsai (65) altal k6zolt munka alapjan. Négy fuggetlen bioldgiai ismétlést végeztem

el.
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9. abra A QINESIn nukleoszéma stabilitas assay munkafolyamata roviden bemutatva. Az
embriokbol szacharéz gradiensen, nagy sebességgel centrifugalva magokat izolaltam, melyeket
alacsony olvadashdjii agar6zba agyazast kdvetéen permeabilizaltam, majd sokezelésnek vetettem
ala. A mintakat formaldehiddel fixaltam, a DNS-t pedig propidium-jodid (PI) festékkel jeldltem meg.
A GFP jel kromatinrdl valo tavozasat (amely a H2Av hiszton kromatinrdl tdvozasara utal), Spinning

Disk konfokalis mikroszkdp segitségével készitett képeken rogzitettik.

3.7. GENEXPRESSZIO MERESE PCR-REL
3.7.1. Transzpozonok kivalasztasa

Czech és mtsai (66) alapjan a transzpozonok besorolhatok ivari, szomatikus
és intermedier csoportokba, attél figgben, hogy ivarvonalban, testi sejtekben vagy
mindkét sejttipusban expresszaldodnak. Ennek megfeleléen mindegyik csoportbdl

kivalasztottam néhanyat, amelynek az expresszidjat megmertem.

3.7.2. RNS izolalas és DNaz kezelés

A kisérlethez RNazoktél mentes MilliQ ultrapure (UP) vizet készitettem el6,
melyet 1000x higitasban hozzaadott dietil-pirokarbonattal (DEPC, Sigma) kezeltem,
majd sterilizaltam (UPbepc). 10 mg 0,5-1 éras vad tipusu és HHH mutans embridkbdl
Trizolos extrakcioval készitettem RNS preparatumot. Az embriékat homogenizaltam
150 pl TRIzol reagensben (Ambion), és kiegészitettem 40 pl UPpepc-vel, majd 5

percig inkubaltam 25°C-on. Ezt kovetéen a mintakhoz 40 pl kloroformot adtam, és
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erdsen vortexeltem 1 percig, majd ujabb 5 percig inkubaltam 25°C-on. Az RNS-t
tartalmazo fazist centrifugalassal elvalasztottam (12700 rpm, 15 perc, 4 °C), és egy
tiszta Eppendorf csébe helyeztem (fellluszo). Ezutan a fellluszéhoz 1 térfogatnak
megfeleld, tehat 80 pl mennyiségl izopropanolt adtam, réviden vortexeltem, és 10
percig inkubaltam 25°C-on. Az RNS-t tartalmazé pelletet centrifugalassal
elvalasztottam (12700 rpm, 10 perc, 4 °C), eltavolitottam az izopropanolt, majd a
csapadékot mostam 500 ul 75%-o0s etanollal (8000 rpm, 5 perc, 4 °C). A csapadékot

elszivoflulke alatt szaritottam 15 percig, majd visszaoldottam 50 pl UPpepc-ben.

Az RNS preparatumok koncentraciéjat Qubit 2.0 fluorométer és Qubit RNA
HS Assay Kit segitségével mértem meg, a gyartd utasitasainak megfeleléen. 3 ug
RNS mintat 25 ul végtérfogatban 3 ug DNaz enzimmel (Thermofisher Scientific)
kezeltem, 37 °C-on 30 percig, majd a reakcidelegyet 2,5 yl 50 mM EDTA
hozzaadasat kovetéen 65 °C-on inkubaltam 10 percig. A kezelés utan az RNS

koncentraciot ujra megmeértem.

3.7.3. Reverz transzkripcio

A génexpresszid mérésekhez a cDNS szintézist 1 uyg RNS templaton
végeztem el. A cDNS-t Tagman Reverse Transciption Reagents kittel (Thermofisher
Scientific) készitettem, random hexamereket hasznalva primerként (egy
reakcioban: 1 ug RNS, 5 pl 10x RT puffer, 11 pyl 25 mM MgClz, 10 pyl 10 mM dNTP
mix, 2,5 ul 50 yM random hexamer, 1 pl 20 U/ul RN&z inhibitor, 1,3 uyl MultiScribe
RT enzim, 50 pl végtérfogatra kiegészitve UPpepc vizzel). A cDNS készités
sikerességét hagyomanyos végpont PCR-rel ellenriztem, aktin, tubulin és rp49
haztartasi génekre specifikus primerek (200 nM végkoncentracio) segitségével (1.
Fuggelék tablazat), Maxima Probe gPCR 2x Master Mix no ROX (Thermofisher
Scientific) reagenst hasznalva (program beallitasok: 95 °C 5 perc, 95 °C 30 mp, 60
°C 30 mp, 72 °C 30 mp, 72 °C 3 perc, 4 °C-ra lehitve, legalabb 25 ciklus). A PCR

sikerességét a végtermékek gélelektroforézisével ellenériztem 2%-os agardz gélen.
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3.7.4. qPCR és értékelés

Az expressziés méréseket PikoReal Real-Time PCR System (Thermofisher
Scientific) és a beépitett szoftver hasznalataval végeztem el. A reakcidban 30 ng
templat cDNS-t, 200 nM forward és reverz primert és GoTaq 2x gPCR Master Mixet
(Promega) hasznaltam. A program beallitasait a 3. tablazat, a felhasznalt
primereket az 1. Fliggelék tablazat mutatja. Az eredményeket a 2 22T madszerrel
értékeltem (67). Minden esetben harom flggetlen biolégiai ismétlést végeztem el,
melyek mérése két parhuzamos reakcioban tortént. Az eredmények statisztikai

ertékeléséhez t-probat hasznaltam (two-tailed, unpaired).

gPCR program beallitasok
95 °C 7 perc
95°C 15 mp
60 °C 59 mp
Data Acquisition
60 °C 30 mp
Melt curve 60-95 °C
Data Aquisition
20 °C 10 mp

} 40 ciklus

3. tablazat. Az expresszids mérésekhez hasznalt qPCR program beallitasai.

3.8. BIGH1 ES H1 FEHERJEK SZEKVENCIAJANAK OSSZEHASONLITASA

A BigH1 és H1 globularis domének modelljének elkészitése a leirt médon
tortént (62), Modeller program (68) segitségével, a gH5 linker hiszton-nukleoszéma
komplex (4QLC) (69) szerkezetét alapul véve. A kulonb6z6 Drosophila fajok BigH1
és H1 fehérjeszekvenciait az Uniprot, Flybase vagy NCBI adatbazisokbdl szereztem
be (ezek elérhetésége a 4. tablazatban talalhatd). A fehérjeszekvenciak illesztését
UGENE program (70) segitségével végeztem, a T-coffee illesztést alkalmazva (rés
nyitasi buntetés: -50, rés kiterjesztési buntetés: 0). A tavolsagi matrixokat szintén
UGENE programban készitettem a szekvenciak hasonlésaga alapjan, az

illesztésben talalhatdé delécidk és inszerciok figyelembevételével. A D.
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melanogaster BigH1 és H1 fehérjek aminosav-Osszetételének szazalékos

eloszlasat a ProtParam online eszk6z segitségével hataroztam meg (71).

Drosophila fajok | Réviditett név BigH1 fehérjeszekvencia H1 fehérjeszekvencia
azonosité azonosité

D. melanogaster DROME Q8MSC4 (Uniprot) P02255 (Uniprot)

D. simulans DROSI B4QZS5 (Uniprot) GD13565-PA (Flybase)

D. sechellia DROSE B4HEKO (Uniprot) B4ILZ7 (Uniprot)

D. erecta DROER B3P3M6 (Uniprot) Q76FF6 (Uniprot)

D. yakuba DROYA B4PSQ4 (Uniprot) Q76FF6 (Uniprot)

D. ananassae DROAN B3LVA7 (Uniprot) GF22244_PA (Flybase)

D. pseudoobscura )

pseudoobscura DROPS B5DKZ4 (Uniprot) GA30978-PA (Flybase)

D. persimilis DROPE B4GTB8 (Uniprot) XP_002029056.2 (NCBI)

D. willistoni DROWI B4NIMS8 (Uniprot) XP_002075981.1 (NCBI)

D. mojavensis DROMO B4K7G8 (Uniprot) XP_015022046.1 (NCBI)

D. virilis DROVI XP_032295378.1 (NCBI) GJ22541-PA (Flybase)

D. grimshawi DROGR B4JGS3 (Uniprot) XP_001997942.1 (NCBI)

4. tablazat. A szekvencia 6sszehasonlitdshoz felhasznalt BigH1 és H1 fehérjeszekvenciak

azonositoi és elérhetésége.

3.9. BIOINFORMATIKA ES STATISZTIKA

A plazmidokat és primereket SnapGene 1.1.3 program (72) segitségével
terveztem meg. A Western blotokrol készllt felvételeket Imaged programmal
dolgoztam fel. A kisérletek eredményeinek abrazolasahoz és a statisztikai

értékeléshez GraphPad Prism 6 programot (73) hasznaltam.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kanonikus (H1) és alternativ (BigH1) linker hisztonok szerepének in vivo
osszehasonlitasat lehetové tevé rekombinans gének és azokat hordozé
transzgenikus Drosophila vonalak létrehozasa

A BigH1 alternativ linker hiszton embrionalis fejlédésben betoltott
szerepeének vizsgalatahoz olyan Drosophila vonalakat hoztunk létre, melyekben a
vad tipusu alternativ linker hiszton fehérjét BigH1-H1 kiméra fehérjék helyettesitik.
Annak biztositasara, hogy a kiméra fehérjék id6- és szovetspecifikus kifejezbdése
megfeleljen a BigH1 linker hiszton specifikus expresszids mintazatanak, a
rekombinans géneket tartalmazé Drosophila vonalakat CRISPR/Cas9 modszert
alkalmazva, in situ génszerkesztéssel hoztuk létre. A BigH1 domének (B)
szerepének vizsgalatara négy allélban a két fehérje domeénjeit kodol6 DNS
szekvenciakat felcseréltiik (HBB, BHB, BBH, HBH), egy tovabbiban pedig a BigH1
kimérat 3x FLAG epitdp jeldléssel lattunk el, lehetévé téve a mddositott BigH1
|6kuszrél szarmazo fehérjek nyomon kdvetését in vivo és in vitro kisérletekben. A
kiméra fehérjéket kdédolo gének létrehozasakor csak a gén fehérjét kddolo
szekvenciajat modositottuk, a promédter és az UTR-ek érintetlenek maradtak.
Létrehoztunk két funkciovesztéses BigH1 allélt is. Ezek kozul az egyikben a BigH1
gén korai STOP kodont hordoz (NSTOP), a masikban pedig a kédolo régidt
mCherry markerre cseréltik (NULL). Ezekrdl a varakozas szerint nem termelédik
BigH1 fehérje, illetve a BigH1 gén transzkripcios szabalyozasa szerint termel6d6
mCherry riporter gén jelzi, hogy mikor és hol kellene termelédnie. Annak érdekében,
hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy a genetikai manipulacié, azaz a PAM
(Protospacer Adjacent Motif, Cas9 helyspecifikus targetalasahoz sziukséges NGG
DNS motivum) szekvencidk elrontasa, valamint a dsRed markergén beépitése a
kicserélt genomi szakaszon nem befolyasolja a fehérje kifejezédését, 3x FLAG (3F)
epitop-taggel jeldlt BigH1 fehérjét hordozo allatokat hoztunk létre. Elkészitettiink
tovabba egy olyan BigH1 mutanst is, amelyben négy szerin aminosavat (287., 288.,
299. és 331. aminosav pozicidk (61)), melyekrdl feltételezik, hogy foszforilaciéval
modosulhatnak, alaninokra cseréltink (P0). Valamennyi mutans allél létrehozasa
az Anyagok és mddszerekben leirtak szerint, a 8. abran vazolt |épéseket kovetve

tortént.
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Az én feladatom a NULL és PO mutans allélok klbnozasa volt, amelyekhez
létrehoztam a modositott BigH1 szekvenciakat hordozé plazmidokat. Az ezeknek a
plazmidoknak a létrehozasahoz hasznalt primereket az 1. Fliggelék tablazat
tartalmazza. A konstruktokat két lépésben készitettem el. Els6ként pUC18
plazmidban modositottam a BigH1 gént. Ezutan a mddositott szekvenciat pTZ
plazmidba épitettem, amely tartalmazta a homolog karokat, és amelyben a PAM
szekvencia el volt rontva, igy a Cas9 mar nem volt képes hasitani. Az elkészult
plazmidokat restrikcidés endonukleaz emésztéssel, valamint Sanger szekvenalassal
ellenériztem, meggy6zédve rola, hogy megfelelnek a tervezettnek és nem

tartalmaznak nem kivant nukleotid eltéréseket.

Ezt kdvetéen a plazmidokat a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Drosophila
Injektald Szolgalata alkalmas Drosophila vonalak petéibe injektalta, majd
csoportunkban azokbdl Drosophila vonalakat alapitottunk. A transzgenikus
allatokbdl nyert genomi DNS Sanger-szekvenalasaval ellenériztik a BigH1 gén
modositasanak sikerességét (62). Megteremtettik a kisérleti rendszert, ami

alkalmas az alternativ linker hiszton szerepének in vivo vizsgalatara.

4.2. Normal laboratériumi korulmények mellett (25 °C) a kanonikus linker
hiszton képes az alternativ linker hiszton embrionalis fejlédésben betoltott
szerepének helyettesitésére

A létrehozott rekombinans linker hiszton fehérjéket termel6 Drosophila
torzsek elsé jellemzésére megvizsgaltuk azok életképességét a normal
laboratériumi tenyésztési kdrilmények mellett (standard Drosophila taptalaj, 25 °C).
Azt tapasztaltuk, hogy a mutansok a vad tipushoz és a kontroll allélhoz (3F) hasonl6

tulélést mutatnak (10. abra).
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10. abra. 25 °C-on a BigH1 fehérje nem esszencialis az embrionalis fejlédéshez. Vad tipusu
(wl18) és génmadositassal létrehozott BigH1 mutans embriok kikelési aranya 25 °C-on. Harom
parhuzamos kisérletet végeztiink, kisérletenként 77-399 db (atlagosan 239 db) 0-30 perces embrion,
melyeket 36 6ran at 25 °C-on tartottunk. A hibasavok reprezentaljak a szorast (standard deviation).

Statisztikai értékelés: t-proba (two-tailed, unpaired). p-értékek: n.s.=nem szignifikans, ***< 0.001.

A kovetkez6 kisérletsorozattal azt vizsgaltam, hogy képzédik-e fehérje a
mutans BigH1 allélokrdl, és hogy a kontrollként hasznalt 3x FLAG vad tipusu BigH1-
hez (3F) képest kimutathato-e eltérés a kiméra fehérjek mennyiségében. Ehhez a
taggel ellatott kontroll (3F), a BigH1-H1 kiméra (HBB, BHB, BBH, HBH) és HHH
mutans embriokbdl preparalt fehérjemintakat Western blottot hasznalva
hasonlitottam 0Ossze. Mivel minden mddositott fehérje 3x FLAG epitop taget
tartalmaz, az egyes kimérak kifejez6désének mértéke ugyanolyan ellenanyagot
hasznalva jol 6sszehasonlithaté. A vad tipusu embridkon végzett Western blot
alapjan az anti-FLAG antitest specifikus kotédést mutat a FLAG taghez, mivel nem
jelennek meg nem specifikusan reagal6é savok a vad tipusu mintaban. Az egyes
kiméra fehérjék méretét a 3. Fuggelék tablazatban foglaltam 6ssze. Minden
vizsgalt, és varhatéan expresszalddo fehérje kifejez6dik 1-2 és 3-4 éras embridkban
is, azonban nem egyforma mértékben. A nullmutans allatokban (NULL és NSTOP)
nem fejez6dik ki BigH1 fehérje (11A. abra). Az egyes fehérjék expresszios szintjét
a H3 bels6 kontroll alapjan kiszamitva a 3F kontrollhoz képest adtam meg (11B.
abra). A vizsgalt mutans fehérjéket a varakozasnak megfelel6 mérettartomanyban

mutattam ki.
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11. abra. A H1-NTD tipusu BigH1 mutans fehérjék mennyisége alacsonyabb embrionalis
szdvetben, mint a vad tipusu és a tobbi mutans fehérjéé. A) Génmddositassal 1étrehozott BigH1
mutans allélokrol termel6d6 fehérjék kimutatasa Western blottal 1-2 és 3-4 éras embridkbdl
szarmazd nem kromatinkétott (FU, feliiluszo) és kromatinkotétt (CS, csapadék) fehérje
preparatumbdl, anti-FLAG vagy anti-BigH1 ellenanyaggal. Bels§ kontrollként az anti-H3
ellenanyaggal kimutatott H3 core hiszton fehérjét hasznédltam. B) Mddositott BigH1 fehérjék
mennyiségi 6sszehasonlitdsa a Western blot kisérlet alapjan, a 3F vad tipusu, 3x FLAG taggel
ellatott fehérje mennyiségéhez viszonyitva. Az egyes oszlopok az 1-2 vagy 3-4 6ras mintdkban mért
Osszes modositott fehérjét reprezentaljak (kromatinkotott és nem kromatinkotott egylittesen). A
fehérjeszintek meghatarozasa Imaged program segitségével tortént, a H3 fehérje mennyiségére

normalizalva. Az abra egy reprezentativ kisérletet mutat be.

A Western blottok értékelésével nyert eredmények azt bizonyitottak, hogy
minden létrehozott és vizsgalt mutans esetében, amelyrdl fehérje termelédhet (3F,
HBB, BHB, BBH, HBH, HHH), az a kromatinkotott frakcioban kimutathato.
Immunhisztokémiai kisérletekkel igazoltuk ezeket a megfigyeléseket. Az
immunfestések bizonyitottak tovabba azt is, hogy a BigH1 mutans allélokrol
termel6dd fehérjék a szincicialis blasztoderma sejtmagjaiban mutathatdk ki, és a
cellularizalodast kovetéen mennyiséguk csokken, a késdi embrionalis fejlédés
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soran pedig mar csak az ivarvonal sejtjeire korlatozédnak, tehat kifejezédési

mintazatuk a vad tipusu fehérjével megegyez6. (12. abra).

A bemutatott kisérletek alapjan megallapithato, hogy a BigH1-H1 kimérak és
a teljes hosszusagu szomatikus H1 fehérje a vad tipusu BigH1 fehérjéhez
hasonléan sejtmagi lokalizaciot mutatnak és jelenlétuk kromatinhoz asszocialt, igy
feltételezzlk, hogy a BigH1 funkcionalis helyettesitésére alkalmasak a korai

embrionalis fejlédés soran.
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12. abra BigH1 kiméra fehérjék kifejez6dési mintazata embridban a vad tipussal megegyezé.
A) Vad tipusu (anti-dBigH1, zold) és B) mddositott BigH1 fehérjék (anti-FLAG, z6ld) kimutatasa
immunfestéssel, szincicialis blasztoderma (elsd oszlop), cellularis blasztoderma (masodik oszlop) és
kés6i stadiumu (harmadik oszlop) embridkban. A fehér nyil jeldli a primordialis ivarsejteket, melyek
kimutatasa anti-vasa ellenanyaggal tértént (piros). Az els6 két oszlop fotéi azonos fényképezési és

képszerkesztési beallitasokkal készlltek. A skala (jobb als6 sarok) 50 uym-t jelent.

4.3. A BigHl1 N-terminalis doménje szerepet jatszik a fehérje megfelel6
expresszidjaban

Western blot kisérletekkel a kulonb6z6 BigH1/H1 kiméra génekrdl termel6dd
fehérjek mennyiségében Iényeges kulonbségeket mutattam ki, és ezt a
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medgfigyelést immunhisztokémiai kisérletek eredményei is alatamasztottak (11-12.
abrak). Azoknak a kiméra fehérjeknek a mennyisége, amelyeknél a BigH1 N-
terminalis doménje H1 tipusura van cserélve (HBB, HBH, HHH, dsszefoglalé néven
H1-NTD), kevesebb, mint fele a 3F-hez viszonyitva, melyet kontrollként hasznaltam.
Ez felveti a kérdést, hogy a kulonbséget mi okozza: csokkent mMRNS expresszio, az
MRNS rovid féléletideje, alacsony szintl transzlacio vagy az mRNS-rél kepz6dott

fehérje gyors degradacidja.

Annak kideritésére, hogy az eltér6 fehérjemennyiség esetleg eltér6 mRNS-
szint kdvetkezménye-e, dsszehasonlitottam az egyes mRNS-ek mennyiségét 0,5-1
oras preblasztoderma stadiumu embriokban. Mivel e tekintetben elsésorban a vad
tipusu alternativ linker hiszton és a kanonikus linker hiszton mennyiségi
Osszevetése érdekes, az oOsszehasonlitast a HHH és 3F kontroll vonalakban
kimutathatd mRNS-ek kozott végeztem el. Az elébbi megfelel a BigH1 gén
szabalyozé régidival kifejezett kanonikus H1 szekvencianak, az utobbi a BigH1-nek.
A kvantitativ RT-PCR modszerrel végzett dsszehasonlitds eredményeként azt
tapasztaltam, hogy a HHH mRNS mennyisége csak harmada a 3F tipusu mRNS
mennyiségének (13. abra). Tehat az alacsony HHH fehérjemennyiség
dsszhangban van a szintén csokkent HHH mRNS mennyiséggel. A csokkent linker
hiszton mennyiség ugyanakkor a HHH gént hordozé allatokban nem befolyasolja az

eletképességet 25 °C-on.
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13. abra. A HHH mutans alléirél kevesebb mRNS képzddik, mint a 3F vad tipusu kontroll
allélrél. 3F és HHH korai embridkbdl preparalt 3F és HHH mRNS mennyiségének 6sszehasonlitasa
kvantitativ RT-PCR segitségével. A HHH embriékban mért HHH mRNS szintet a 3F embridékban
mért 3F mRNS szinthez viszonyitva adtam meg, kisérletenként paronkénti 6sszehasonlitassal, ahol
a 3F kontrollban mért értéket 1-nek vettem. Endogén kontrollként az aktin haztartasi gén mRNS-
ének mennyiségét hasznaltam. A hibasav a szorast reprezentalja (standard deviation). Statisztikai
értékelés: t-préba (two-tailed, unpaired). p-érték: ***< 0.001. Az abra harom fiiggetlen bioldgiai

mintan végzett 2-2 technikai parhuzamos mérés eredményét mutatja be.

4.4. A BigH1 globularis és C-terminalis doménjének cseréje kanonikus H1l
tipusura emelkedett DNS-karosodassal jar

Western blot és immunhisztokémia kisérletek alapjan a kimérak
doméndsszetétele befolyasolja az elérhet6 kiméra fehérje mennyiségét a korai
embridban. Ez arra utal, hogy bar normal korulmények kdzott minden kiméra
eletképes, a BigH1 és H1 domének nem egyenértékiek. A kovetkez6
kisérletsorozat célja annak feltérképezése volt, hogy a BigH1-nek mely doménijei

nélkulozhetetlenek a funkcidja ellatasahoz.

A korai szincicidlis blasztoderma stadiumu embribkban nagyon gyors
osztédasok kovetik egymast, azonban a DNS hibajavitasért felelés utvonalak nem
aktivak (74). Eppen ezért az osztddas soran DNS hibakat felhalmozé sejtmagokat
az embrio eliminalja. llyenkor az érintett magok besullyednek a kortikalis rétegbél

az embrid belsejébe: ezt nevezzuk mag eliminacionak (nuclear fallout) (75). A

43



létrehozott BigH1 mutans allatok vizsgalataval kimutattuk, hogy azokban az
embriokban, amelyek olyan kiméra fehérjét termelnek, amelyben a BigH1 C-
terminalisat vagy globularis doménjét H1 tipusura cseréltlik (6sszefoglalé nevikon
H1-CTD és H1-GD kimérak), gyakoribb a magok eliminacioja (er6ésebb nuclear
fallout fenotipust mutatnak). Ez megfigyelhet6 az NSTOP, NULL és PO
mutansokban is. Bar a PO allél esetén is szignifikans kuldnbség tapasztalhaté a 3F
kontrollhoz mérten, azonban nem olyan nagy mértékben, és a fenotipus inkabb a
vad tipushoz hasonld (14A. abra). A beslllyedé magok pozitivak voltak gamma-
H2Av festésre, ami a DNS-karosodas jellemzdéje (14B. abra) (76). Ez arra utal, hogy
a fenotipust a DNS sérllése okozza ezekben a kimérakban, azonban 25 °C-on
olyan alacsony a fenotipus expresszivitasa, hogy az nem befolyasolja az embridk
életképességet. A HHH mutans embriokban lesullyed6 magok emellett PCNA
replikacios marker (77) festédést is mutatnak (14C. abra), ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ezekben a magokban felborul az osztédasi szinkronitas és a
replikacio lemarad a nem leslllyedd magokhoz képest, melyek PCNA festésre
negativak. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a mag eliminacié fenotipus

hatterében a nem megfelel6 replikacio all.
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14. abra. A H1-CTD és BigH1 nullmutans embriok mag eliminacio fenotipust mutatnak (25 °C).
A) A mag eliminacié fenotipus penetranciaja vad tipusu (w1118) és modositott BigH1 allélt hordozé
precellularis embridkban. A kisérletben harom parhuzamos mérés soran 19-37 (atlagosan 30) db ,
1-2 6ras embridt vizsgaltunk. A hibasavok reprezentaljak a szorast (standard deviation). Statisztikai
értékelés: t-proba (two-tailed, unpaired). p-értékek: n.s.=nem szignifikans, ** < 0.01, ****< 0.0001. B)
Mag eliminacié fenotipus bemutatdsa immunfestéssel egy-egy reprezentativ vad tipusu és HHH
mutans embrion. A DNS-t DAPI festés (piros), a DNS-karosodast mutaté magokat anti- yH2Av (z4ld)
festés jeldli. C) PCNA (zdld) festés egy-egy reprezentativ, a sejtciklusnak azonos fazisaban lévé vad

tipusu és HHH mutans embrion. Fehér nyilak jeldlik a leslllyed6 magokat. A skala 50 pm-t jelent.
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4.5. A BigH1 globularis és C-terminadlis doménje sziikséges a fehérje
megfelelé miikodéséhez alacsony hémérsékleten

A BigH1 fehérje standard laboratériumi koralmeények kozoétt (25 °C) nem tlnik
|étfontossagunak, hiszen a kiméra fehérjét kifejez6 és a nullmutans allatok is
eletképesek. Azonban mivel a magok eliminacidjat tapasztaltuk, felmerult a kérdés,
hogy magasabb vagy alacsonyabb hémérsékleten ez a jelenség kifejezettebb-e?
Az embrionalis tulélést ezért megvizsgaltuk 30 °C és 15 °C hémérsékleten is. Azt
tapasztaltuk, hogy a magasabb hémérséklet nem befolyasolta az embridk kikelését
(15A. abra), azonban alacsony hémeérsékleten elpusztul azoknak az embridknak a
jelentés része, amelyek H1-CTD vagy H1-GD tipusuak (BHB, BBH, HBH, HHH)
(15B. abra). Ezekben az embridkban immunfestéssel erés mitétikus hibakat (15C.
abra kozépso6 panel), valamint az osztédasi szinkronitas felbomlasat (15C. abra
alsé panel) detektaltunk, ami 6sszhangban van a tapasztalt mag eliminacié
fenotipussal, amely DNS-karosodasra utalt. Mindebbdl arra kovetkeztetink, hogy a
BigH1 globularis és C-terminalis doménjei szikségesek ahhoz, hogy a fehérje

alacsony hémérsékleten ellassa a feladatat.
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A Embrié kikelési arany 30 °C-on B Embrié kikelési arany 15 °C-on

n.s r vy !
ns. T T T T T T T 1 '"—1
100+ __ ns
80+ - 80 ]
‘l\°, 60 g 604
o 8
2 404 2 404
< <
204 204
0 T 1 I T 1 I T 1 T T 0 T T T r:;l IJI—_| I_-lr—l |l|| rl-I ;l:' T
@ & R X R XL YR K R R RN L Y
& PSS \%\\AG;\O > < & TSI EE I ¢
C DAPI RNS polll (Ser2ph H2Av Egyesitett
VT
HHH

15. abra. A H1-CTD és BigH1 nullmutans embriék 15 °C-on csokkent életképességet és
mitétikus hibakat mutatnak. Vad tipusu (w'118) és génmoddositassal létrehozott BigH1 mutans
embriok kikelési aranya A) 30 °C-on (genotipusonként 49-315, atlagosan 154 db embrid) és B) 15
°C-on (genotipusonként 51-436, atlagosan 180 db embrid). Kisérletenként harom parhuzamos
mérés tortént. A hibasavok a szérast mutatjak (standard deviation). Statisztikai értékelés: t-proba
(two-tailed, unpaired). p-értékek: n.s.=nem szignifikans, *< 0.05, ** < 0.01, ***< 0.001, ****< 0.0001.
C) Mitétikus hibak a HHH mutansban, 15 °C-on. Immunfestés vad tipusu (VT) és HHH mutans
szincicialis blasztoderma stadiumu embridkon, amelyeket 15 °C-on tartottunk a petézést kdvetben.
A DNS-t DAPI-val, az RNS polimeraz II-t anti-RNS polll Ser2ph, a kettés szalu DNS toréseket anti-
yH2Av ellenanyaggal festettilk meg. A HHH muténs embridkrél készult felsé dbrasor aggregalédott
magokat tartalmazé embrioét mutat be. Az alsé abrasorban lathaté embridban szigetszerlen talalhaté
meg néhany mag, amik latszélag normalisan osztédnak. A fehér nyilak RNS polll Ser2ph pozitiv, az
ures nyilak RNS polll Ser2ph negativ magokat jelélnek, ami az osztédasi szinkron felbomlasara utal.

A skala 50 ym-t jelent.
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46. A HHH mutans allatokban megvaltozik a transzpozon RNS-ek
expresszidja

A BigH1 nem csupan a korai embridéban, de a him és ndstény ivarvonalban
is kifejez6dik, melyek olyan szdvetek, ahol a transzpozonok elleni védekezés
kiléondsen kritikus. A Drosophila szomatikus H1 fehérjét korabban mar
Osszefuggésbe hoztak a transzpozonokkal szembeni védekez rendszerrel (33,78).
Célunk annak vizsgalata volt, hogy a BigH1 a H1-hez hasonléan hozzajarul-e ehhez
a folyamathoz. Ennek vizsgalatara kilonb6zé transzpozon RNS-ek mennyiségét

hasonlitottam 6ssze vad tipusu és HHH mutans allatokban.

A korai embrié transzkripcionalisan inaktiv, és a benne megtalalhatdé RNS-ek
tulnyomé része az anyatdl szarmazik. Ezért a transzpozonok kifejez6dését
petefészkekben vizsgaltam, hiszen a petefészek sejtjeiben aktiv transzkripcid zajlik.
Emiatt az embrional megfelel6bb vizsgalati szervnek tlint, annak ellenére, hogy a
petefészek egy heterogén szdvet, melyben olyan sejtek is talalhatok (testi sejtek),
amelyekben a szomatikus H1 az egyetlen linker hiszton. Az RNS-szint méréshez
Czech és mtsai (66) munkaja alapjan szovetspecificitas szerint csoportokra osztott
transzpozonok kozul valasztottam ugy, hogy legyen kozottik mindegyik kategoriaba
esd. Tizennégy transzpozon RNS mennyiségét mértem meg, melyek koézll hét
ivarvonal-specifikus, négy intermedier, harom pedig szoma-specifikus kifejezédési
mintazatot mutat. A HHH allatok petefészkében nyolc esetben szignifikans eltérést
tapasztaltam a vad tipushoz képest, vagyis legalabb kétszeres RNS-szint
csokkenést vagy névekedést. A nyolc transzpozonbdl 6t mutatott RNS mennyiség
ndovekedést a HHH allatokban, melyek koézlul négy ivarvonal-specifikus (HMS-
Beagle, Burdock, accord, Het-A), egy intermedier (blood); harom transzpozon
esetében pedig jelentds RNS-szint csokkenést tapasztaltam a HHH allatok
petefészkeiben, melyek kozul egy ivarvonal-specifikus (297), kettd pedig
intermedier (idefix, 412) (16A. abra). A legnagyobb eltéréseket a HMS-Beagle,
Burdock és Het-A transzpozonok mutattak, amelyeknél a legjelentésebb volt az
RNS mennyiség novekedése a HHH mutans petefészkekben, illetve a 412
transzpozon, melyben a legjelentésebb volt az RNS mennyiség csokkenés. A mért
valtozasok szamszer(sitett adatait a 16B. abra mutatja. A mérések alapjan
elmondhato, hogy az RNS-szintben tapasztalhaté valtozasok nem specifikusak egy

adott transzpozon csoportra, hiszen ivarvonal-specifikus és intermedier tipusu
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transzpozonok is mutattak a vad tipustél szignifikans eltéréseket a HHH mutans
petefészkekben. A szomatikus transzpozonok nem mutattak jelentés valtozast,
azonban nem Kkizarhatd, hogy tovabbi transzpozonok kisérletbe bevonasaval
tapasztalnank kulonbségeket. A mérési adatokbdl arra kovetkeztetek, hogy a BigH1

és H1 linker hisztonok jelenlétében a génexpresszios program eltéréseket mutat.

A Transzpozon expressziéd HHH mutans petefészekben .
8- RNS szint
* . valtozas
@ § MS-Beagle 4,10
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16. abra. Transzpozon RNS-ek mennyisége eltéréseket mutat HHH mutans petefészkekben a
vad tipusu kontrollhoz képest. A) Transzpozon RNS-ek szintjének valtozasa a HHH mutans
allatokbol szarmazoé petefészkekben, vad tipusu allatok petefészkéhez viszonyitva (kisérletenként
paronkénti 6sszehasonlitassal, ahol a vad tipusu kontrollban mért értéket 1-nek vettem). A hibasavok
reprezentaljak a szérast (standard deviation). Statisztikai értékelés: t-préba (two-tailed, unpaired). p-
értékek: n.s.=nem szignifikans, *< 0.05, ** < 0.01, ****< 0.0001. B) A grafikonon feltintetett, HHH
mutans petefészkekben mért RNS-szint értékek szamadatai. A vad tipushoz képest legalabb
kétszeres ndvekedést mutatd értékek zdlddel, a legalabb felére csdkkenést mutatdk pirossal vannak
jelélve. Az abra harom flggetlen bioldgiai mintan végzett 2-2 technikai parhuzamos mérés

eredményét mutatja be.

4.7. A kromatinszerkezet nukleoszéma szinten hasonlé a vad tipusban és HHH
mutansban

Az embrionalis fejl6dés egyik kitlintetett eseménye hogy a fejl6d6 egyed sajat
genomja transzkripcidosan aktivalodik. Ezt jelenti a maternalis-zigotikus tranzicid,
amelyhez az embrid kromatinszerkezete jelent6sen atalakul (79). A tranziciéval
egyutt jar, vagy lehet, hogy annak egyik elinditéja a linker hiszton BigH1-rél H1-re

torténd cseréje. Ez arra utal, hogy a két linker hiszton kilonb6z6 kromatinszerkezet
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kialakitasat teszi lehetévé. Ceélunk annak vizsgalata volt, hogy a
kromatinszerkezetben lezajl6 valtozas soran a BigH1 és H1 fehérjék hogyan
befolyasoljak a nukleoszéma szinti kromatinszervez6dést a korai embridéban.
H2Av-GFP fehérjét kifejez6 vad tipusu és HHH mutans embridk in vivo
videdmikroszképias vizsgalataval kimutattuk, hogy a BigH1 helyettesitése H1-gyel
a magok méretének megnovekedését okozza a vad tipushoz képest (17. abra) (62).
Ez a kilénbség megfigyelheté az NC (nuclear cycle) 10-13 magi ciklusokban, habar
egyre kisebb mértékben. igy a cellularizalédashoz kézeledve mar nem olyan
kifejezett a vad tipusu és mutans magok méretbeli kilonbsége. A méretbeli
klldnbség hatterében allhat a kromatinszerkezet megvaltozasa, hiszen a lazabb
kromatinszervez6dés nagyobb térfogatigénnyel, koévetkezésképpen nagyobb
sejtmagokkal jarhat. Ennek a feltételezésnek a bizonyitasara a kétféle linker hiszton
jelenlétében képz6dd kromatinszervez6dés kulonbségeit vizsgaltuk. Az én
feladatom ebben a mikrokokkalis nukledz (MNaz) enzimmel végezhetd
kromatinszerkezet vizsgalati modszerének beallitasa és alkalmazasa volt. Az
MNaz-esszé gyakran hasznalt technika a kromatin hozzaférhet6ségének
elemzésére. Alapja az, hogy a duplaszalu DNS torések létrehozasara képes enzim
hasitasatdl a nukleoszomak vagy a DNS-kot6é fehérjék megvédik a DNS-t. igy
megfelel6 koérilmények mellett végzett MNaz kezelést kdvetéen a DNS
vizsgalataval megallapithatd, hogy mekkora hanyada volt nukleoszémaval védett

és milyen a védett és nem védett részek kiterjedése.
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17. abra. A HHH mutans embridokban a cellularizaciét megel6z6 magi ciklusokban nagyobb a

magok térfogata a vad tipushoz képest. A magtérfogat kiszamitasahoz a magok legnagyobb
atméréjét megmeértik, majda vV = %nr3 képlet segitségével adtuk meg a térfogatot. A méréseket az

S-fazis soran (két perccel a mitozist kovetéen) végeztik, genotipusonként 3-3 embrion, 21-60 mag
atmérgjét lemérve. A hibasavok reprezentaljak a szorast (standard deviation). Statisztikai értékelés:
t-préba (two-tailed, unpaired). p-értékek: ** < 0.01, ****< 0.0001.

Kisérleteimmel a BigH1, illetve H1 jelenlétében létrejott nukleoszémakat
alkoté DNS méretét és a nukleoszomak egymastdl valé tavolsagat hataroztam meg,
illetve a kromatin altalanos hozzaférhetéségét elemeztem. Ennek érdekében
megvizsgaltam az MNaz emésztés eredményeként keletkezett mono- és
multinukleoszémalis DNS fragmentumok méretét, a nukleoszémak kozotti linker
DNS hosszat és a mononukleoszomalis DNS fragmentumok aranyat vad tipusban
és a HHH mutansban. A kisérleteket preblasztoderma stadiumu embridkbdl izolalt
kromatint hasznalva végeztem, mivel ebben az allapotban a vad tipus esetében
csak BigH1, a HHH esetében pedig csak a BigH1 mintazataban kifejez6dé H1 linker
hiszton van jelen a kromatinon. A megemeésztett kromatin mintakat Bioanalyzer
chipen futtattam meg, amelynek segitségével bazispar felbontassal megkaptam a
DNS molekulak méretét (1. Fliggelék abra).

Megallapitottam, hogy a vad tipusu korai embriokban a mononukleoszémalis
DNS atlagosan 5, a dinukleoszémalis DNS 10, a trinukleoszémalis DNS 17

bazisparral hosszabb, mint a HHH mutans korai embridkban. (18A. abra), a
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kulonbség tehat nukleoszomankeént korulbelll 5 bp. Ennek hatterében az allhat,
hogy a nagyobb méretl BigH1 fehérje a nukleoszémakbdl be- és kilépd DNS
nagyobb részét védi meg az MNaz emésztés elél. Ennek ellenére a linker DNS
hosszaban nem tapasztaltam eltérést, tehat a nukleoszomak egymastdl vald
tavolsagat nem Dbefolyasolja a linker hiszton tipusa (18A. abra). A
tetranukleoszomalis DNS fragmentumok mennyisége az egyes mintak teljes DNS
tartalmahoz képest nagyon alacsony volt, igy a Bioanalyzer futtatas eredményeként
kapott tetranukleoszomalis DNS csucs ellaposodd és nehezen elkulonithetd
(Fuggelék 1A. abra). Emiatt a kiilonbség ebben a tekintetben nehezen volt mérhetd

a vad tipus és HHH mutans kozott.

Ahhoz, hogy a kromatin hozzaférhetéségét 0Osszehasonlitsam,
meghataroztam a mono- és multinukleoszomalis DNS aranyat a vad tipusu és HHH
mutans embrionalis kromatinban is. Ebbdl az aranybdl a kromatin altalanos
hozzaférhetéségére tudunk kdvetkeztetni, mivel a magasabb mononukleoszémalis
DNS arany az MNaz enzim szamara hozzaférhetébb kromatinra utal (a technika
ilyen jellegl alkalmazasat bemutatja (80)). A vad tipusu és a HHH mutans korai
embridkat odsszehasonlitva nem talaltam jelentés kulonbséget a mono- és
multinukleoszomalis DNS aranyat tekintve (18B. abra), tehat valdszinisitem, hogy
a HHH mutansban a nagyobb magméret nem a kromatin uan. gyongyfuzér (,beads-

on-string”) szintl szervez6désének megvaltozasabol ered.
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18. abra. A kromatin hozzaférhetésége nem mutat szignifikans eltérést a vad tipusu és HHH
mutans embridkban. Vad tipusu (VT) és HHH mutans embridkbdl preparalt kromatinon elvégzett
MNaz-esszé kisérletek eredménye. A) Mono- és multinukleoszomalis DNS, illetve linker DNS mérete
a kromatin emésztését kovetben, Bioanalyzer DNA 1000 chip segitségével meghatarozva. B)
Kromatin hozzaférhet6ségének vizsgalata az emésztés eredményeként létrejové mono- és
multinukleoszémalis DNS aranyanak meghatarozasaval VT és HHH mutans embrionalis kromatin
mintak kdzott. A hibasavok jeldlik a szorast (standard deviation). Statisztikai értékelés: t-préba (two-
tailed, unpaired). p-értékek: n.s.=nem szignifikans, *< 0.05, ** < 0.01. Az abra harom fliggetlen

biolégiai minta 2-2 parhuzamos futtatdsdnak eredményét mutatja be.

4.8. A BigH1 jelenlétében stabilabbak a nukleoszémak

A kromatin nukleoszoma szinti szervezddése tehat nagymeértéki
hasonlosagot mutat BigH1 és H1 jelenlétében, igy az nem lehet felelés a vad tipus
és HHH mutans kozotti fenotipusos kulonbségekért. A BigH1 és H1 fehérjék
aminosav-szekvenciajukat tekintve rendkivul eltérnek egymastol, ami felveti annak
lehet6ségét, hogy eltér6 mddon hatnak kolcson a nukleoszémakkal. Kovetkezd
célunk annak feltérképezése volt, hogy a linker hiszton tipusa befolyasolja-e a
nukleoszoémak stabilitasat. Ennek felderitésére két modszert alkalmaztam,
melyekkel a nukleoszoma stabilitas annak meghatarozasaval vizsgalhato, hogy
milyen sokoncentracioju oldattal végzett mosassal bonthatok meg ezek a fehérje

komplexek.

Az egyik eljaras a QINESIn esszé (Quantitative Imaging of Nuclei after
Elution with Salt/Intercalators) volt. Ez az in situ mérési mdédszer lehetdve teszi a

nukleoszomak stabilitasanak vizsgalatat izolalt sejtmagokban. A technikat emlés
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sejtvonalakbdl szarmazo sejtmagokra dolgoztak ki, amelyek viszonylag kénnyen
izolalhatok és kvantitalhatok, emiatt a moddszert szikséges volt 0,5-2,5 oras
Drosophila embriokbdl kinyert sejtmagokra optimalizalnom. A kisérletben olyan
genotipusu (H2Av-GFP;+, illetve H2Av-GFP; HHH) embridkat hasznaltam,
melyekben a transzgenikus H2Av core hiszton fehérje GFP fluoreszcens taggel volt
ellatva, igy a nukleoszémak dinamikajat a GFP jelen keresztul kovethettem. A
mérés alapja réviden, hogy a magokat beagyaztam agarézba és permeabilizaltam,
majd novekvé sbékoncentracioju oldatokkal kezeltem. A magokat fixaltam, majd
propidium-jodiddal (PI) festettem a DNS-Uket. A beagyazott mintakat ezt kdvetéen
Spinning Disk konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam, és nyomon kdvettem a H2Av
hiszton fehérje sdédependens tavozasat a kromatinrél. Mivel a propidium-jodid
megfesti a magokat a DNS jelolésével, a GFP és a propidium-jodid jel egyuttes
jelenléte informaciot ad arrol, hogy a H2Av milyen mértékben tavozott a kromatinrol
a sokezelés hatasara, amely a nukleoszémak stabilitasara utal. Osszesen négy
kisérletet végeztem el, melyekben megvizsgaltam, hogy H1 (HHH), illetve BigH1
(VT) jelenlétében miként valtozik a nukleoszoma stabilitas sokezelés hatasara. A
sejtmagokrol készitett mikroszkopos felvételeket a modszert kidolgozo Sejtbioldgia

kutatécsoportban (Debreceni Egyetem) értékelték ki, (65) alapjan.

Az els6dleges és legfontosabb megfigyelés, hogy mind a négy kisérlet
ugyanazt a tendenciat mutatja, miszerint a H2Av kdnnyebben levalik a kromatinrdl
a HHH mutans embridokbdl szarmazé magokban. A vad tipus és a HHH mutans
kozotti legkisebb kilonbséget az elsé (19A. abra), legnagyobbat pedig a masodik
(19B. abra) kisérlet mutatja. Azt tapasztaltam, hogy az egyes koncentraciokhoz
tartoz6 mérések SEM értéke (standard error of the mean, kdzépérték kdzepes
hibaja) meglehetésen alacsony, vagyis a koncentracionként egyedileg lemért
magok hasonléan reagaltak a sokezelésre. A harmadik és negyedik kisérletekben
(19C-B. abra), amelyek a leginkabb hasonlitanak egymasra, a legnagyobb eltérést
vad tipus és HHH mutans kozott a 800 mM sokoncentracional tapasztaltam.
Mindkét esetben jelentésen alacsonyabb a normalizalt fluoreszcencia intenzitas a
HHH tipusu magokban, vagyis a kromatinkotott H2Av mennyisége. Ez azt jelenti,
hogy bar a core hisztonok meglehetésen magas sdkoncentracioval tavolithatok el,
a szomatikus H1-et tartalmazé kromatinbdl kdnnyebben elualhatdk, mint a BigH1

linker hisztont tartalmazé a kromatinbdl. A QINESIn esszék 6sszesitett eredménye
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tehat azt mutatja, hogy azok a nukleoszomak, amelyek BigH1 jelenlétében jonnek

létre, stabilabbak, mint a szomatikus H1 jelenlétében kialakulok.
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19. abra. A BigH1l-et tartalmazé nukleoszémak stabilabbak a H1 jelenlétében kialakult
nukleoszomaknal. A-D) Négy fiiggetlen QINESIn vizsgalat eredménye. A grafikonok a H2Av-GFP
transzgénrél szarmazo jel normalizalt fluoreszcencia intenzitasat mutatjak a NaCl koncentracio
fuggvényében, H2Av-GFP;+ (VT) és H2Av-GFP; HHH (HHH) embridkbdl preparalt magokban.

Eredményeim validalasara egy masik médszert is alkalmaztam, amelynek
segitségével a H3 és H4 core hisztonok kromatinrdl torténé elucidjat vizsgaltam
sOkezelés hatasara. Mivel nem Aallt rendelkezésemre olyan Drosophila vonal,
amelyben ezek a fehérjék jeldlt formaban voltak jelen, igy egy Western blot alapu
modszert terveztem, ami lehetévé teszi a két core hiszton antitestekkel valo
kimutatasat. A kisérlethez preblasztoderma stadiumu embridkbdl izolaltam

kromatint, amelyet 800 mM NaCl-ot tartalmazé oldattal kezeltem. Valasztasom azért
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erre a sokoncentraciora esett, mert a QINESIn stabilitds esszében ennél a
koncentracional tapasztaltam a legnagyobb kulonbséget a vad tipus és HHH
mutans kozott. Elkulonitettem a sokezelés el6tt nem kromatinkotott, illetve a
sOkezelés utdan a sbéelualt és kromatinkotdtt fehérjefrakciokat, amelyekbdl
antitesteket hasznalva kimutattam a H3 és H4 fehérjéket. Azt tapasztaltam, hogy
mind a H3, mind a H4 core hisztonok nagyobb aranyban elualhaték a HHH
embridkbdl szarmazé kromatinrél a vad tipushoz képest (20. abra). igy tehat ez a
kisérlet megerésiti, hogy a BigH1 jelenlétében létrejott nukleoszomak sdkezeléssel

szemben nagyobb stabilitast mutatnak.

H3 és H4 feheérjék soelucidja
A B 3 elualt @@ kromatinkotott
800 mM NaCl —* E
Lot HHH | 1004 = oo o2
FU1. FU2. €S FU1. FU2. CS

H3 .“. =
P

20. abra. A BigH1l-et tartalmazé nukleoszémak stabilabbak a H1 jelenlétében kialakult
nukleoszémaknal. H3 és H4 core hisztonok elucidja VT (3xFLAG jeldlt BigH1, 3F) és HHH mutans
embriokbol szarmazd kromatinrél, 800 mM NaCl kezeléssel. A) Reprezentativ Western blot, ahol a
FU1. (feliiluszo 1.) a sékezelést megel6z8en nem kromatinkétott fehérjefrakcié, a FU2. (feliiluszé 2.)
a sbOkezelést kdvetden a kromatinrél elualt fehérjefrakcid, a CS (csapadék) a sékezelést kdvetden a
kromatinkotott fehérjefrakciéd. B) Az elvégzett kisérletek statisztikai értékelése (harom, fliggetlen
biolégiai mintakon végzett kisérletek eredménye alapjan). A hibasavok jeldlik a szérast (standard

deviation). Statisztikai értékelés: t-préba (two-tailed, unpaired). p-érték: *< 0.05.

4.9. A BigH1 kdnnyebben eltavolithaté a kromatinrél, mint a H1

A BigH1, illetve H1 jelentében kialakuld6 nukleoszomak stabilitdsanak
kilonbségeit tekintve feltételezhetd, hogy ez a kromatoszémak stabilitasaval
0sszhangban van. A kovetkez6 kisérletet abbdl a célbdl terveztem, hogy a BigH1

Ve

kromatoszémak stabilitasardol ad informaciét. Mivel a linker hisztonok kdlcsonhatasa
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a DNS-sel gyengébb, mint a core hisztonoké, ezért alacsonyabb sokoncentraciot
hasznaltam ebben a kisérletsorozatban (81). A H3 és H4 core hisztonokhoz
hasonléan a linker hisztonok vizsgalatara is Western blottot alkalmaztam. A
Western blot kisérletet kétféle embrié mintan végeztem el. Az egyik mintaban olyan
heterozig6ta ndstény allatok embridi voltak, melyekben a harmadik kromoszémapar
egyikén a vad tipusu FLAG-jeld6lt BigH1, masikan a HHH allélt hordoztak (3F/HHH).
Ezekben az embridkban 3x FLAG epitdp taggel ellatott, de kialénb6zd méreti linker
hisztonok termelédnek. A masik mintaban vad tipusu BigH1-et termelé és HHH
homozigota embridkat kevertem 6ssze azonos aranyban (3F+HHH). Az ilyen tipusu
mintak vizsgalata azt is lehetéve tette, hogy kdvetkeztetést vonjak le a kétféle linker

hiszton kdzotti kompeticidval kapcsolatban.

Az eredményeket tekintve tObb észrevételt tettem. El6szor is, a kevert és
heterozigéta embridokon készllt Western blottokon is megfigyelhetd, hogy a HHH
allélrél szarmazo H1 mennyisége sokkal alacsonyabb, mint a vad tipusu allélrol
szarmaz6 BigH1 fehérjéé. A korabbi kisérletek alapjan ez a két fehérje N-
terminalisanak kulonbségeibdl fakad. Ezen felul arra is utal, hogy a két fehérje
expresszioja egymastol fuggetlen, ugyanis a kétféle mintaban hasonlé mennyiségu
H1, illetve BigH1 mutathato ki (21A. abra). Tovabba, a BigH1 jelentds része nem
kromatinkotott, hanem szabad formaban van jelen, amibél arra kovetkeztetek, hogy
a BigH1 nagy feleslegben termel6dik. Ezzel szemben a kis mennyiségben
termel6dd H1 jorésze kromatinkotott. Ez a 3F+HHH kevert mintakban latvanyosabb,
hiszen ezekben 3F homozigéta és HHH homozigéta embriok kromatinjat
vizsgaltam, és a HHH homozigdta allatokban a H1 az egyetlen linker hiszton.
Ugyancsak medfigyeltem, hogy a BigH1 és a szomatikus H1 hasonlé aranyban
talalhaté meg kromatinkotott formaban a 3F+HHH és a 3F/HHH mintakban is, ami
arra utal, hogy a nagy mennyiségben termel6dé BigH1 nem szoritja le a Kis
mennyiségben jelen 1évd H1 fehérjét a kromatinrél (21B. abra). Tovabba, a
szomatikus H1 az alkalmazott sékezelések hatasara kisebb mennyiségben tavozik
a kromatinrél, mint a BigH1, annak ellenére, hogy jelentésen alacsonyabb
mennyiségben van jelen (21C-D. abra). Ebbdl arra koévetkeztetek, hogy a H1
er6sebben kapcsolddik a nukleoszomakhoz, és az igy |étrejott kromatoszomak
stabilabbak.
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21. dbra. A BigH1 linker hiszton gyengébben kapcsolédik a nukleoszémakhoz, mint a H1, és
azokrél kénnyebben eltavolithaté. A) Western blot a 3F allélrdl szarmazé 3X FLAG taggel jeldlt
BigH1 és a HHH allélrél szarmazé H1 fehérjék kimutatasardl anti-FLAG ellenanyaggal. A H3 core
hiszton belsd kontrollt anti-H3 ellenanyaggal detektaltam. Az 4bra harom flggetlen bioldgiai mintan
végzett kisérletet mutat be. B) Kromatinkotott BigH1 és H1 linker hisztonok aranya 3F+HHH kevert
és 3F/HHH heterozigéta embridkbdl szarmazd kromatin preparatumban, az A) abrarészen
bemutatott Western blot eredmények alapjan. C) Western blot a kontroll (15 mM NaCl) és sokezelt
kromatin mintakbdl anti-FLAG ellenanyaggal kimutatott BigH1 (3F allélrél) és H1 (HHH allélrdl) linker
hisztonok megoszlasardl kiilénbozé kromatinfrakcidkban (FU1.: feliiluszé 1., nem kromatinkététt
frakcio a sokezelést megel6zéen; FU2.: feliiliszo 2., kromatinrdl elualt frakcié a sdkezelést kdvetden;
CS: csapadék, kromatinkotott frakcio a sokezelést kdvetben). D) Sokezelés utdn kromatinkotott és
elualt BigH1 és H1 fehérje aranya 3F+HHH kevert és 3F/HHH heterozigota embridkbdl szarmazé
kromatin mintdkban, Western blot alapjan (harom, figgetlen bioldgiai mintakon végzett kisérletek
eredménye). A hibasavok jeldlik a szorast (standard deviation). Statisztikai értékelés: t-proba (two-
tailed, unpaired). p-értékek: n.s.=nem szignifikans.
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Az eltér6 kromatoszoma és nukleoszéma stabilitas jelentéségének in vivo
vizsgalatara FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) kisérletet
végeztunk él6 vad tipusu és HHH mutans embriokon. A vizsgalatokban H2Av-
GFP;+, illetve H2Av-GFP; HHH preblasztoderma stadiumu embridkat alkalmaztunk,
és ezekben in vivo kovettik a H2Av-GFP transzgénrél eredd fluoreszcens jel
valtozasanak dinamikajat a sejtciklus S-fazisban. Az eredmények azt mutattak,
hogy a vad tipusu embridkban, amelyekben a BigH1 a linker hiszton, sokkal
gyorsabban allt helyre a fluoreszcencia a fakitast kovetéen, mint a HHH mutansban
(22A. abra) (62). Emellett a HHH mutans embridokban nagyobb mennyiségben
detektaltunk lipidcseppeket, melyekrdl ismert, hogy core hisztonokat hordoznak (82)
(22B-C. abra). Ez arra utal, hogy a BigH1 dinamikusabb nukleoszéma kicserél6dést
tesz lehetévé, mint a szomatikus H1, és megerdsiti a nukleoszoma és

kromatoszoma stabilitasi vizsgalatok eredményeit.

H2Av-GFP dinamika korai S-fazisban Hisztonokat hordozo lipid cseppek mennyisége
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22. abra. A BigH1 linker hiszton dinamikusabb nukleoszéma kicserélédést tesz lehetévé, mint
a H1. A) H2Av-GFP;+ (VT) és H2Av-GFP; HHH (HHH) preblasztoderma stadiumu (NC 11-12)
embridkon a sejtciklus S-fazisaban végzett FRAP kisérlet eredménye (genotipusonként 12-12
magon végzett mérés). A grafikonon a H2Av-GFP transzgénrdl szarmazé fluoreszcens jel
visszatérése van feltlintetve az id6 figgvényében. A dobozdiagram az egyedi FRAP mérések gorbe
alatti tertlet értékét mutatja be az elsé 40 masodpercben, amikor a legdinamikusabb a nukleoszéma
kicserél6dés. A mérések Leica SP5 AOBS konfokalis l1ézer pasztazd mikroszképpal (40x objektiv,
NA: 0,75) és Leica FRAP Wizard programmal késziiltek. B) Lipidcseppek relativ mennyisége vad
tipusu (VT) és HHH mutans embriékban az NC 10-12 magi ciklusokban (genotipusonként 12-12
97,38 um? teriileten tortént mérés). A hibasavok jeldlik a szérast (standard deviation). Statisztikai
értékelés: t-proba (two-tailed, unpaired). p-értékek: *< 0.05, *** < 0.001. C) Reprezentativ
mikroszkopos kép a lipidcseppekrdl vad tipusu (VT) és HHH mutans embridkban a megadott magi

ciklusokban.
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4.10. A Drosophila H1 és BigH1 fehérjék aminosav-szekvenciaja eltérd
konzervaltsagot mutat

A BigH1 linker hiszton cseréje szomatikus H1-re Drosophila melanogaster
korai embridban szamos fenotipussal jar, melyek azt mutatjak, hogy bar a BigH1
normal laboratoriumi korulmények kozott (25 °C) nem létfontossagu az embrio
fejlédéséhez, azonban sziukséges annak optimalis végbemeneteléhez, 15 °C-on
pedig esszencialis. Annak vizsgalatara, hogy a fenotipusos kulonbségek vad tipusu
BigH1-et és BigH1 helyett H1-et hordoz¢ allatok (HHH) kozott visszavezethetbk-e a
linker hisztonok szerkezetbeli eltéréseire, térszerkezeti modellt készitettink a H1 és
BigH1 fehérjékrél. Mindkét fehérje N- és C-terminalis doménje rendezetlen
szerkezetl, igy ezen régiok szerkezete nem modellezhet6 pontosan. A centralis
globularis domeén ismert szerkezetl linker hisztonnal valé homologiajat kihasznalva
err6l a doménrdl készitettink szerkezeti modellt (62) (23A. abra). A modelleket
atfedésbe hoztuk a nukleoszéma térszerkezettel, amelynek segitségével a
Drosophila linker hisztonokat Osszevethetjik a jobban jellemzett Gallus H5
hisztonnal (69). igy 6sszehasonlithatjuk azt is, hogy melyek azok a fehérjerégiok,

amelyek a nukleoszomalis DNS kotésében részt vehetnek.

A modellek vizsgalataval felfedeztik, hogy a szomatikus H1 fehérjében
talalhaté egy hurok (L3, 23B. abra), ami a BigH1 fehérjében Iényegesen
megrovidult (23C. abra). Az L3 hurkot alkotd6 aminosavakat a szomatikus H1-ben
DNS kotésert felel6s régioként irtak le a szakirodalomban (24). A modell alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a DNS-ké6té hurok rovidilése miatt a BigH1 linker
hiszton gyengébb kotést alakit ki a nukleoszémalis DNS-sel, mint a szomatikus H1.
Feltételezzik, hogy ez a megdfigyelés, illetve a BigH1 és H1 linker hisztonok
nagymértékben eltér§ aminosav-0sszetétele (23D. abra, 4. Fuggelék tablazat)
lehet a felelés azokért a fenotipusokért, amelyeket a HHH mutans allatokban

tapasztaltunk.
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23. abra. A BigH1 fehérjében megrovidiil egy hurok, melyet a H1 fehérjében DNS-koétéként
irtak le. A) H1 és BigH1 fehérjék szerkezeti modellje egymasra illesztve. Piros nyil jeldli az L3 hurkot.
B) A H1 linker hiszton nukleoszéma modellbe illesztve, a DNS koétésben szerepet jatszé L3 hurok
kiemelésével. C) A BigH1 linker hiszton nukleoszoma modellbe illesztve, kiemelve az azonos
poziciét. C) D. melanogaster H1 linker hiszton aminosav-0sszetétele. D) D. melanogaster BigH1

linker hiszton aminosav-0sszetétele.

Az én feladatom volt annak vizsgalata, hogy az L3 DNS-k6t6 hurok hianya a
BigH1 fehérjében altalanos-e Drosophila fajok kdzott. Ehhez tizenkét Drosophila
fajpan elérheté BigH1 és H1 fehérjeszekvenciat szereztem be (4. tablazat),
melyeket egymashoz illesztettem. Az L3 hurok minden vizsgalt H1 fehérjében
megtalalhatd, és minden vizsgalt BigH1 fehérjében jelentésen megrovidul (24.
abra), tehat a hurok megrovidulése a BigH1 fehérje sajatossaganak tekinthetd, és

konzervalt jelleg.
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24. abra. A globularis doménben talalhaté L3 hurok a BigH1 fehérjében megrovidiil. Piros keret
jeldli a H1-ben a hurokot alkoté aminosavakat, a BigH1-ben pedig a poziciot, ahonnan a hurok
hianyzik. Az aminosavak szinezésének er6ssége a konszenzustél valo eltérést mutatja (a vilagosabb

szin nagyobb eltérést jelent).

A teljes hosszusagu BigH1 és H1 fehérjeszekvenciak hasonlésaganak
vizsgalatara ujabb szekvencia illesztést végeztem Drosophila fajok BigH1 és H1
fehérjeszekvenciai kozott. A Drosophila willistoni, repleta, és Hawaii fajokban
talalhaté BigH1 hiszton fehérjék szekvenciai olyan nagymértékben eltérnek a tébbi
fajpan megtalalhatoktdl, hogy a teljes hosszusagu illesztés minéségét jelentésen
rontjak, ezért az illesztés soran ezeket nem vettem figyelembe, és vizsgalataimat a
D. melanogaster-hez kozelebbi fajokra korlatoztam, a melanogaster és obscura
alcsoportokra (25A. abra). Azt tapasztaltam, hogy a H1 és BigH1 fehérjék
szekvenciai kozott csak kismértékl (<30%) hasonlésag fedezhet fel, annak

ellenére, hogy a két fehérje hasonlo funkciéval rendelkezik (25B. abra).
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A D. simulans

D. sechellia
melanogaster subgroup D. melanogaster

D. yakuba
melanogaster group

D. erecta

D. ananassae

Sophoph D. pseudoobscura
ophophora obscura group P
— 4|
D. persimilis

willistoni group

D. willistoni

e D. mojavensis

D. virilis
virilis group
Drosophila
D. grimshawi
Hawaiian Drosophila
B H1 és BigH1 fehérjeszekvenciak dsszehasonlitasa kiilonb6z6 Drosophila
fajokban
H1
DROME  DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE
DROME 27% 27% 27% 27% 26% 27% 27% 27% 100%
DROSI 28% 28% 28% 28% 27% 28% 28% 28% 500/0
DROSE 27% 27% 28% 27% 27% 28% 28% 28% Dn/u
0
BiaH1 DROER 27% 27% 28% 27% 26% 27% 27% 27%
9 DROYA 27% 28% 28% 27% 27% 28% 27% 27%
DROAN 27% 27% 28% 27% 26% 28% 28% 28%
DROPS 20% 20% 20% 20% 19% 20% 20% 20%
DROPE 19% 19% 19% 18% 18% 19% 19% 19%

25. abra. A BigH1 és H1 fehérjék kozott kevesebb, mint 30% a hasonlésag. A) A zdlddel
bekeretezett fajokban megtalalhatdé H1, illetve BigH1 fehérjék szekvenciait hasznaltam fel a
konzervaltsag vizsgalatahoz. B) A teljes hosszusagu H1 és BigH1 fehérjeszekvenciak hasonlésaga
Drosophila fajok kdzott, szekvencia illesztés alapjan (tavolsagi matrix). A fajnevek roviditéseit a 4.

tablazat tartalmazza.

Megvizsgaltam a BigH1 és H1 fehérjék fajok kozotti konzervaltsagat is.
Ennek vizsgalatara szintén a kulonb6z6 Drosophila fajokban fellelheté BigH1 és H1
fehérjeszekvenciak illesztését alkalmaztam. A melanogaster és obscura
alcsoportban talalhaté nyolc fajbdl szarmazoé BigH1, illetve H1 fehérjeszekvenciakat
egymashoz illesztettem, majd az illesztés alapjan megvizsgaltam a teljes fehérjék,
illetve a globularis domének konzervaltsagat (26. abra).
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Az illesztés eredményeként azt tapasztaltam, hogy a szomatikus H1 fehérje
nagyobb mértéki konzervaltsagot mutat a vizsgalt fajok kozott, mint a BigH1 (26A-
B. abra), kuléonoésen a globularis domén, amely esetében a vizsgalt fajok kdzotti
hasonlésag legalabb 95% (26C. abra). A BigH1 fehérje kozeli rokon fajok kdzott
szintén nagymeértéki hasonldésagot mutat (26D. abra). A teljes fehérjét tekintve a D.
melanogaster-hez legkdzelebbi rokon fajok, a D. simulans és D. sechellia esetén
90% feletti hasonlésagot, a melanogaster alcsoportban pedig 80% feletti
hasonlosagot mutat a BigH1 linker hiszton aminosav-szekvenciaja a D.
melanogaster-ben megtalalhaté varianshoz. A tavoli rokon, de a melanogaster
alcsoportba tartozé D. ananassae esetén ez a hasonlésag mar 60% alatti, az
obscura csoportban pedig mar csupan 30-40%. A globularis domént vizsgalva
hasonlo tendenciat tapasztaltam (26E. abra). Tehat, bar a BigH1 fehérje az altalam
vizsgalt fajokban megtalalhato, azonban a fehérje aminosav-szekvenciaja kevésbé
konzervalt, mint a szomatikus H1 fehérjéé. Ugyanakkor az L3 hurok megrovidulése
a BigH1 fehérje esetén konzervalt jelleg. A C- és N-terminalis doménekre vonatkozé

konzervaltsagi adatokat az 5. Fliggelék tablazat tartalmazza.
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100%
50%
0%

B H1 fehérjeszekvenciak tsszehasonlitasa kiilonb6z6 Drosophila fajokban
DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE

78%
DROPS 75% 73% 72% 76%
DROPE 74% 72% 1% 5%

C H1 globularis doménszekvenciak 6sszehasonlitasa kiilonb6zo Drosophila
fajokban

DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE

100%
100%

D BigH1 fehérjeszekvenciak osszehasonlitasa kiilonb6z6 Drosophila fajokban

DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE

56% 31%  39%
100% 55% 32%  39%
56% 32%  39%

55% 28% 35%

100% 56% 29%  37%

55% 56%  55%  56%  100% 29%  36%

DROPS 31% 32% 32% 28% 29% 29% 100%
DROPE 39% 39% 39% 35% 37% 36% 100%

E BigH1 globularis doménszekvenciak osszehasonlitasa kiilonb6z6 Drosophila
fajokban

DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE

56% 47% 47%

100% 55% 47% 47%

100% 55% 48% 48%

100% 55% 45% 45%
51% 44% 44%

DROAN 56% 55% 55% 55% 51% 100% 52% 52%

DROPS 47% 47% 48% 45% 44% 52% 100%
DROPE 47% 47% 48% 45% 44% 52% 100%

26. abra. A BigH1 fehérje fajok kozott kisebb hasonlésagot mutat, mint a H1. A) H1 és BigH1

fehérjék globularis doménjének szerkezete, a konzervaltsag mértékének feltintetésével (0-100%).
B) A teljes hosszusagu H1 fehérjeszekvencidk, C) a H1 globularis doménszekvenciak, D) a teljes
hosszusagu BigH1 fehérje E) és a BigH1 globularis doménszekvenciak hasonlésaga Drosophila
fajok kozott, szekvencia illesztés alapjan (tavolsagi matrix). A matrix atlot (teljes egyezés) sarga szin

jeldli. A fajnevek roviditéseit a 4. tablazat tartalmazza.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

A korai embrionalis stadium a gerinces és a gerinctelen élélényekben
egyarant a fejlédés legkritikusabb szakasza, hiszen ekkor alakul ki anyai
géntermékek hatasara a késobbi fejlédési stadiumok zavartalan lezajlasahoz
szUukséges kromatinszerkezet és génexpresszios program, amely lehetbve teszi az
egyed onallé fejlédését. A korai embridgenezist jellemz6 kromatinszerkezetnek
rendszerint alkotdeleme egy alternativ linker hiszton fehérje, amelyet kifejezédési
mintazatanak megfeleléen ivarvonal — és embridspecifikus linker hisztonnak

nevezunk.

A Drosophila melanogaster him és néstény ivarvonalaban, illetve a korai
embrionalis fejlédés soran a BigH1 alternativ hiszton van jelen, amely mas
ivarvonal- és embridspecifikus linker hisztonokhoz hasonldéan a maternalis-zigotikus
tranzicio folyaman fokozatosan a kanonikus linker hiszton H1 fehérjére cserél6dik.
A BigH1 embriégenezisben betdltdétt pontos szerepe, illetve az, hogy miért
alkalmasabb a linker hiszton funkcié betdltésére ebben a fejl6dési stadiumban, mint

a kanonikus H1, mindeddig ismeretlen volt.

Tizenkét Drosophila fajban érhet6 el BigH1 és H1 fehérjeszekvencia, mely
alapjan megallapithatd, hogy a BigH1 kevésbé konzervalt linker hiszton, mint a
szomatikus H1. Azonban kdzeli rokon fajok k6zott a BigH1 esetén is nagymeértéki
a hasonlosag, kulondsen a globularis doménben, mig a térzsfan egymastol
tavolabbi fajokat tekintve a hasonlésag kevesebb, mint 30% is lehet. A teljes
hosszusagu BigH1 és H1 fehérjék szekvencia illesztéssel tortén6 6sszehasonlitasa
alapjan a két linker hiszton szintén csekély, 30% alatti hasonlésagot mutat. A
kismérték(i hasonlésag ellenére a BigH1 fehérje is teljes mértékben alkalmas a

linker hiszton funkcio ellatasara a korai embridégenezis alatt.

A BigH1 alternativ linker hiszton fehérje fejlédésben betdltott szerepének
feltérképezéséhez olyan transzgenikus Drosophila vonalakat alkalmaztunk,
amelyekben a BigH1 fehérje részben vagy teljes mértékben a kanonikus H1
fehérjére lett lecserélve. Az ily modon létrehozott allatok vizsgalataval kimutattuk,
hogy a kanonikus H1 fehérje normal laboratériumi koriimények koézott (25 °C)

alkalmas a BigH1 szerepének atvételére, hiszen a BigH1-H1 kiméra fehérjét, illetve
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a BigH1 helyett H1-et hordoz¢6 allatok rendellenességek nélkil fejlédnek, és a vad
tipushoz hasonlo tulélést mutatnak. Ezen eredményeinket alatamasztjak az
irodalomban megjelent kutatasok is, miszerint a BigH1 hianyat a korai embrionalis

fejlédés soran a szomatikus H1 fehérje kompenzalja (58,59).

Azokban a mutansokban, melyekben a BigH1 C-terminalis vagy centralis
globularis doménjét (H1-CTD és H1-GD mutansok) a H1 fehérje ezeknek
megfeleltetheté doménjeire cseréltik, olyan szubletélis korai embrionalis
fenotipusokat figyeltink meg, mint a mag eliminacié. Ezekben az allatokban az
embrié kortikalis régiéjabol nagyobb mennyiségli mag sullyed le a vad tipushoz
meérten. A lesullyedd magok gamma-H2Av pozitivak, amely arra utal, hogy a
fenotipust nagymértékli DNS-karosodas okozza. A megjelend fenotipusok okaként
kizarhatoé az, hogy a HHH mutansban alacsonyabb a kiméra fehérje mennyisége,
hiszen a szintén N-terminalis mutans (H1-NTD) HBB embridkban hasonléan
alacsony kiméra fehérje mennyiség tapasztalhatd, azonban az allatok fenotipusa a
vad tipushoz mérhetd. Fokozott mag eliminaciot a NULL és NSTOP mutansok
esetén is tapasztaltunk. Ennek oka az, hogy a BigH1 fehérje hianya eddig
ismeretlen médon a maternalis kanonikus H1 altal kompenzalt (58), igy a megjelend
fenotipus hasonlé mértékii a HHH mutansban tapasztalttal, melyek esetén a korai
embridban szintén a H1 az egyetlen linker hiszton. A PO mutansban megfigyelt mag
eliminaciés fenotipusbdl arra kdvetkeztetek, hogy nem csupan a BigH1 fehérje
jelenléte és doméndsszetétele, de a foszforilacids allapota is szerepet jatszik a

megfeleld fejlédés biztositasahoz sziikséges kromatinszerkezet kialakitasaban.

Annak ellenére, hogy gyakoribbak a mitétikus hibak a vad tipusu BigH1
hianyaban, normal Ilaboratériumi kortlmények kozott a fejlédési program
robusztussaga képes ezt kompenzalni. Alacsonyabb, az optimalistdl eltérd
hémeérseékleten azonban az embridgenezis nem tud végbe menni abban az esetben,
ha a kanonikus H1 az egyetlen linker hiszton. A BigH1-H1 kimérak kikelési aranya
alacsony hémérsékleten szintén arra utal, hogy a BigH1 C-terminalisa és globularis
doménje kiemelt fontossaguak a funkcio tekintetében, hiszen a H1-GD és H1-CTD
kimérak mar a fejlédés korai stadiumaban nagymértékl letalitast és sulyos

osztoédasi rendellenességeket mutatnak.
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A két linker hiszton fehérje mobilitasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
azokban az embridkban, amelyekben a BigH1 fehérjét H1 helyettesiti (HHH), a
fluoreszcens H2Av-GFP jel visszatérése fakitdas utan lassabb az S-fazis korai
szakaszaban, amikor a nukleoszéma kicserélédés és a DNS replikacié folyamata a
legintenzivebb. Ez arra utal, hogy a H1 linker hiszton kevésbé mobilis, mint a BigH1,
és ezaltal lassabb nukleoszéma Ossze- és szétszerelb6dést tesz lehetévé. Ezt
tamogatja az a megfigyelésunk is, hogy a HHH embriékban nagyobb mennyiségu
H2Av fehérjét tartalmazé lipidcsepp talalhaté a magok koérdl, mint a vad tipusu
embridk esetén. Feltételezéslink szerint a HHH embridkban e lipidcseppek a
kevésbé dinamikus nukleoszéma kicserélédés kdvetkezmeényeként felhalmozédnak

a citoplazmaban.

A linker hiszton tipusa nem csupan a nukleoszémak dinamikajat, de érdekes
modon azok stabilitasat is meghatarozza. Azok a nukleoszomak, amelyek H1
jelenlétében jottek Iétre, kevésbé stabilak sokezeléssel szemben, mint a BigH1
jelenlétében kialakulok, hiszen a H2Av, H3 és H4 core hiszton fehérjék alacsonyabb
sokoncentracié mellett tavoztak a HHH embriokbdl izolalt kromatinrdl. Ezzel
szemben azonban a H1 hiszton magasabb sokoncentracioval tavolithatdé el a

kromatinrol, mint a BigH1, vagyis a H1-et tartalmazé kromatoszomak stabilabbak.

Az a latszolagos ellentmondas, hogy BigH1 jelenlétében a nukleoszomak
dinamikusabban képesek kicserélédni az S-fazis soran, ugyanakkor
rezisztensebbek sokezeléssel szemben, azaz stabilabbak, feloldhaté a kovetkezd
hipotézissel (27. abra). A BigHl linker hiszton lazabban kapcsolédik a
nukleoszomakhoz, igy a hiszton oktamer kdnnyebben ,elcsuszik” a DNS-en,
megtalalva az energetikailag legkedvezébb poziciokat, ami stabilabb nukleoszéma-
DNS kolcsOnhatast eredményez. Ezekrél a nukleoszémakrdl a BigH1 kénnyen
eltavolithatd. A H1 ezzel szemben erésebb kapcsolatot létesit a nukleoszomakkal,
igy azok energetikailag kevésbé kedvezé pozicidkba kényszerulnek. Azonban ha
megfelel6 szabalyozé faktorok jelen vannak, akkor ez a nukleoszoma elrendezés a
geénexpreszios program mikodését tamogathatja. A hipotézist megerdsitia H1-CTD
és H1-GD mutansoknal tapasztalt kondicionalis letalis fenotipus, hiszen a H1
erésebb nukleoszéma-koté képességéért minden bizonnyal a globularis és C-
terminalis domének felelések, melyek a linker hisztonok esetén bizonyitottan részt

vesznek a nukleoszomahoz kapcsolodasban (17-20). A H1 fehérje szorosabb
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kapcsolata a nukleoszomakkal a FRAP kisérleteknél tapasztalt csokkent
mobilitasban is megnyilvanul, hiszen a nukleoszémakhoz erésebben kapcsolodo
H1 hiszton kevésbé tamogatja a rendkivil dinamikus nukleoszoOma Ossze- és
szétszerel6dést a replikacio soran, amely ahhoz szikséges, hogy a korai embridban
lejatszédhassanak a gyors, egymast kovetd osztodasok. Ez mitotikus hibakban
nyilvanul meg, amelyek hatterében a replikacid rendellenes mikodése allhat,
melyre a DNS-karosodast jelz6 markerre pozitiv beslllyedd magok nagy
mennyisége utal a HHH mutans embriékban. Ezt tamogatja tovabba, hogy mig vad
tipusiu embriokban a néhany leslllyed6 mag PCNA negativ, addig a HHH
mutansban az eliminalt magok PCNA festédést mutatnak, azt sugallva, hogy ezek
a magok kiesnek az osztédasi szikronbdl és lemaradnak a replikacio folyamataban,
ami valészinlleg a DNS-karosodas és az eliminacio oka. Ezek a fenotipusok
alacsony hémérsékleten joval kifejezettebbek, melynek oka feltételezésunk szerint
az, hogy ilyen korulmények kozott a H1 jelenléte lényegébe ,befagyasztja” a
nukleoszémakat energetikailag kedvezétlen pozicidkba, ami ellehetetleniti a
replikacio megfelel6 lejatszédasat. A BigH1 és H1 fehérjék modellezése mindezt
alatamasztja, ugyanis mig a H1 hiszton globularis doménjében megtalalhatd egy
hurok (L3), amelyet az irodalomban leirtak, mint DNS kotésben szerepet jatszo
régiot (24), addig a BigH1 alternativ hiszton esetén ez a hurok megrovidll, igy
feltételezhetd, hogy kapcsolata a DNS-sel gyengébb. Tizenkét Drosophila faj BigH1
fehérjeszekvencigjanak 0sszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a DNS-koté hurok

megrovidulése altalanos a fajok kozott.
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Precellularis magok
4+—r

Gyengéebb linker hiszton-nukleoszoma
kélcsbnhatas :

Erdsebb nukleoszoma-DNS

kolcsénhatas
BigH1 O

Cellularis magok

4+—>
Erésebb linker hiszton-nukleoszoma

kélcsdnhatas

Gyengebb nukleoszoma-DNS
kélcsénhatas

—_—
H1 (J
wemms Energetikailag kedvez ~ == Funkciondlisan kedvezd

Torziok a szupertekercselt DNS-ben, Génexpresszio szabalyozasa,

Elektrostatikus kolcsonhatasok a Heterokromatin kialakulasa
nukleoszémak és DNS kozott

27. abra. A BigH1 linker hiszton gyengébben kapcsolddik a nukleoszomakhoz, mint a szomatikus
H1, ami lehetbvé teszi a nukleoszémak szabadabb elmozduldsat energetikailag kedvezdbb
pozicidkba, igy a BigH1 jelenlétében kialakult nukleoszémak stabilabbak. A H1 linker hiszton
szorosabb kapcsolata a nukleoszémakkal funkcionalisan kedvezd lehet, és a génexpresszids
program szempontjabdl elényos.

A két linker hiszton fehérje DNS-k6t6 hurokban vald kuldnbsége alternativ
nukleoszoOma kotést eredményezhet. A vad tipusu embridokban tapasztalt, HHH
mutanshoz képest megnovekedett nukleoszomalis DNS-hossz azt sugallja, hogy a
BigH1 fehérje nagyobb tertletet fed le, amelynek egyik oka az lehet, hogy pusztan
a méretébdl eredéen a nagyobb térkitdltése kiterjedtebben védi meg a kromatint az
MNaz emésztéssel szemben. Nem zarhaté ki az sem, hogy a BigH1 mind a
nukleoszomaba belépd, mind pedig a kilép6 DNS-hez kapcsolddik, szemben a

kanonikus H1 fehérjével, amelyrél ismert, hogy ugynevezett off-dyad modon kotédik
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a nukleoszomahoz, vagyis a nukleoszoma kettds tengelyének kozelében
kapcsolodik a nukleszomalis DNS-hez és az egyik oldali linker DNS-hez (24). Az
eltérd kotési mod hozzajarulhat ahhoz, hogy a BigH1-et hordozé nukleoszomakban

talalhaté DNS néhany bazisparral hosszabb.

Kimutattam tovabba, hogy H1 jelenlétében megvaltozik bizonyos ivarvonal-
specifikus és intermedier transzpozonok RNS mennyisége, némelyek csdkkennek,
masok jelentésen megndvekednek. Az expresszios méréseket felnétt allatok
petefészkén végeztem, ahol a BigH1 fehérje szintén jelen van, azonban csak
bizonyos sejttipusokban. Annak ellenére, hogy heterogén szodvetet vizsgaltam,
melyekben ivarvonal- és szomatikus sejtek is jelen vannak, a BigH1 H1-re torténd
cseréje szignifikans valtozasokat eredményezett a transzpozonok kifejez6désében.
Ez magyarazhaté a hipotézisunkkel, miszerint a BigH1 vagy H1 jelenlétében
kialakult nukleoszomak poziciéja nem feltétlen azonos, ami befolyasolhatja a
transzpozonok, illetve akar fehérjekddold gének kifejez6dését is. Ezen
hipotézisunket a jovében vad tipusu és HHH mutans embriokbdl és petefészkekbdl

szarmazo RNS mintak ujgeneracios szekvenalasaval tervezzuk bizonyitani.

A dolgozatomban bemutatott eredmények alatamasztjak, hogy az ivarvonal-
és embridspecifikus BigH1 linker hiszton az embrionalis fejl6dés kezdetén lehetbvé
teszi a gyors replikacibhoz és magosztdédasokhoz szikséges dinamikus

nukleoszéma 6ssze- és szétszerel6dést.
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8. OSSZEFOGLALAS

A magasabb rendl kromatinszervez6dés kialakitasaban és a kromatin
hozzaférhet6sége altal a génexpresszido szabalyozasaban kiemelt szerepet
jatszanak a linker hiszton H1 fehérjék. A tdbbsejtl élélények jelentbs részénél tdbb
linker hiszton varians is megtalalhatd, melyek szdvet- és fejléddési stadium-
specifikus kifejez6dési mintazatot mutathatnak, emellett specialis funkciot tolthetnek
be. Ugyanakkor funkcionalis redundancia is jellemzé sok linker hiszton variansra,
ami megneheziti vizsgalatukat, hiszen egy varians delécidja nem minden esetben

jar abnormalis fenotipussal.

A linker hisztonok egy altipusa a petesejtben és a korai embrionalis fejl6dés
alatt kifejez6d6 petesejt- és embridspecifikus variansok, melyeket jellemzéen a
fejlédés soran felvaltanak a szomatikus H1 tipusok. Annak érdekében, hogy ezen
specialis linker hisztonok funkcioit vizsgaljuk, a Drosophila melanogaster
modellorganizmust alkalmaztuk, amely csupan két linker hiszton fehérjével
rendelkezik, a kanonikus szomatikus H1-gyel és az ivarvonal- és embridspecifikus
BigH1-gyel. Munkank célja els6sorban a két hiszton fehérje funkcionalis
kilonbségeinek feltérképezése volt, melyek vizsgalatahoz olyan Drosophila
vonalakat hoztunk létre, melyek BigH1/H1 kimérakat vagy szomatikus H1 fehérjét

expresszalnak a BigH1 linker hiszton kifejez6dési mintazatanak megfeleléen.

Megallapitottuk, hogy a BigH1 linker hiszton normal Ilaboratériumi
korulmények kozott (25°C) nem esszencidlis az embrionalis fejlédés
végbemeneteléhez, hiszen a szomatikus H1 fehérje telies mértékben képes
helyettesiteni. Azonban a H1-et hordozd6 korai embridoknal nagyobb gyakorisaggal
figyelhet6é meg a mag eliminacié fenotipusa, mely soran a nagymeértéki DNS-
karosodast szenvedett magok lesullyednek az embrié belsejébe. Kimutattuk
tovabba, hogy a BigH1 helyett H1l-et kifejez6 embriokban a magok nagyobb
méretliek, azonban ennek hatterében nem a kromatin hozzaférhetéségének

megvaltozasa all.

Szuboptimalis hémérsékleten (15°C) a BigH1 fehérje globularis és C-
terminalis doménjei szukségesek a normalis embrionalis fejl6édési program

tamogatasahoz, amire a H1 fehérje nem alkalmas. Méréseink szerint a BigH1 a H1-
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nél mobilisebb linker hiszton, amely lehetévé teszi a korai embrionalis fejlédésre
jellemzd gyors magi osztdodasok soran a dinamikus nukleoszoma-kicserél6dést,
hiszen a BigH1 a H1-nél gyengébben kapcsolddik a nukleoszomakhoz, és onnan
konnyebben eltavolithatd. Ennek kovetkezményeképpen a kevésbé mobilis H1
jelenlétében a replikacio lelassul, alacsony hémérseékleten pedig nem képes végbe
menni, igy a H1-et hordozé korai embridk sulyos mitétikus hibakat mutatnak.
Felfedeztlk, hogy a BigH1 fehérjében megrovidil egy hurok, melyet a H1-ben DNS-
kotékeént irtak le. Ez magyarazattal szolgal arra, hogy a BigH1 miért kapcsolodik

gyengébben a nukleoszomakhoz, mint a szomatikus H1.

Kimutattuk tovabba, hogy a BigH1 és H1 fehérjék jelenlétében bizonyos
transzpozon RNS-ek mennyisége megvaltozik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy
a két linker hiszton eltéré6 modon befolyasolja a gének kifejezbdését. Feltételezzik,
hogy ez nem csupan a transzpozonokat kodold szekvenciakra igaz, azonban ennek

vizsgalatahoz tovabbi kisérletek szUkségesek.
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9. SUMMARY

Linker histone H1 proteins play important role in facilitating the formation of
higher-order chromatin structures, and regulating the accessibility of chromatin and
the expression of genes. Most multicellular species possess multiple H1 variants
which can be tissue- and developmental stage-specific, while also fulfilling special
functions. However, many linker histone variants are functionally redundant which
makes their research difficult, since deletion of one variant may not cause any

detectable phenotype.

A subtype of linker histones are the oocyte- and embryo-specific variants
which are expressed in the egg and during the early stages of embryogenesis, and
are later replaced by their somatic counterparts. In order to investigate the function
of these variants, we utilized the Drosophila melanogaster (fruit fly) model organism,
as it possesses only two linker histones, the canonical somatic H1, and the
germline- and embryo-specific BigH1. The aim of our work was to uncover the
functional differences between these two linker histones. For this purpose, we have
created several Drosophila lines which express BigH1-H1 chimeras or somatic H1

in the expressional pattern of BigH1.

We have discovered that under optimal conditions (25°C), BigH1 is not
necessary for embryonic development, and somatic H1 is fully capable of replacing
it. However, embryos expressing somatic H1 instead of BigH1 exhibit nuclear fallout
phenotype with higher frequency, and more nuclei with damaged DNA are
eliminated from the cortical layer of the embryo. We have also shown that nuclei are
bigger in volume in the H1-expressing mutant embryos compared to the wild type,

however changes in the accessibility of chromatin are not behind this phenotype.

At suboptimal temperature (15°C), the globular and C-terminal domains of
BigH1 are necessary for proper embryonic development, for which H1 is not
suitable. According to our experiments, BigH1 is a more mobile linker histone than
H1, and can enable the dynamic nucleosome exchange necessary for the rapid
nuclear divisions during early embryonic development, because BigH1 exhibits
weaker binding to nucleosomes compared to H1. As a result, replication slows down

in the presence of H1, and cannot proceed at low temperature. As such, embryos

81



containing H1 in place of BigH1 show severe mitotic defects. We have found that a
loop which has been described as DNA binding in H1 is shortened in BigH1. This
provides an explanation for why BigH1’s binding to nucleosomes is weaker

compared to H1’s.

We have also discovered that some transposable element RNAs are
differentially expressed in the presence of BigH1 and H1, which leads us to believe
that the two linker histones influence gene expression in different ways. We believe
that this affects not only transposon sequences, however, more research is needed

on this subject.
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12. FUGGELEK

Név

Szekvencia 5’-3

loxP mCh Fw

TCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATTAGTGAGCAAGGG
CGAGGAGGA

loxP mCh Rev

ACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCTTGTACAGCT
CGTCCATGCCG

loxP 3'UTR

TTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAATTATGATTTATA
TGTTTTTTTTTCAGTACATGTG

loxP 5’'UTR

ACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCATGTTATTAG
TTGGAAATTAAATTGAACAAAAATTAGAAATACAACTC

PSLIC_F

GAGTTGGTAGCTCGAGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG
TAG

PSLIC_R

TTGCCGGATCTCGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAAC
TGGCT

S287/288A F

ACAAGCGGATGCGGCCGAGGCGGGAAAGACTAAAAAGTCG
C

S287/288A r

TCCCGCCTCGGCCGCATCCGCTTGTAGCTTGACTTTGGTT

S299A F

AGTCGCGAAAGGCAATTGGAACTCTGGCTCAGCCCAAGGC

S299A R

AGAGTTCCAATTGCCTTTCGCGACTTTTTAGTCTTTCCCG

S331A_F

CACCGGATCTTGCAATAATGGAGGCCCAGGCCACGTCGAC

S331A_R

GCCTCCATTATTGCAAGATCCGGTGTGGAGGCTCCCTTTC

S331A C F

CCTCCACACCGGATCTTGCA

SIA C R

GCGCATGAACTCCTTGATGACGT

aktin F

AAGTTGCTGCTCTGGTTGTCG

aktin R

GCCACACGCAGCTCATTGTAG

rp49 F

CCGCTTCAAGGGACAGTATCTG

rp49 R

ATCTCGCCGCAGTAAACGC

Het-A F

CGCGCGGAACCCATCTTCAGA

Het-AR

CGCCGCAGTCGTTTGGTGAGT

Burdock F

CGGTAAAATCGCTTCATGGT

Burdock R

ACGTTGCATTTCCCTGTTTC

gypsy F

GTTCATACCCTTGGTAGTAGC

gypsy R

CAACTTACGCATATGTGAGT

zam F

ACTTGACCTGGATACACTCACAAC

zam R

GAGTATTACGGCGACTAGGGATAC

mdgl F

AAACTCCAACTCCCAATCCG

mdgl R

AGTGGTCCCTCGCAGTCGTT

blood F

AACAATAGAAAGAAGCCACCGAAC

blood R

AGTCATGGACTATTGAGGGTGTTG

297 F

AAAGGGCGCTCATACAAATG

297 R

TGTGCACATAAAATGGTTCG

doc F

GGGTGACTATAACGCCAAGC

doc R

GCAAAATCGATCAGGTCTGG

idefix F

AACAAAATCGTGGCAGGAAG

idefix R

TCCATTTTTCGCGTTTACTG

412 F

CACCGGTTTGGTCGAAAG

412 R

GGACATGCCTGGTATTTTGG

gtwin F

TTCGCACAAGCGATGATAAG

gtwin R

GATTGTTGTACGGCGACCTT
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tabor F | ACGTTGTTCACGACATTAGCCG

tabor R | GGGTTGGTTCGGATCTGACG

HMS-Beagle F | AATGCCCTTGTCGGACACGA

HMS-Beagle R | TGATGAAACACATTACCAGAACCTTGA

accord F | ACAATCCACCAACAGCAACA

accord R | AAAAGCCAAAATGTCGGTTG

I-element F | GACCAAATAAAAATAATACGACTT

I-element R | AACTAATTGCTGGCTTGTTATG

1. Fliggelék tablazat. A kisérletekhez felhasznalt primerek neve és szekvencigja.

Elsédleges ellenanyagok

Tipusa

Higitas

Forras

anti-BigH1

nyul monoklonalis

1:600

Ferran Azorin (51)

anti-FLAG M2 (F1804)

egér monoklonalis

1:1000, 1:2000

Sigma

anti-H3 (ab1791) nyul poliklonalis 1:5000 Abcam

anti-H4 (ab10158) nyul poliklonalis 1:1000 Abcam
Masodlagos ellenanyagok

Goat Anti-Rabbit . . .

Immunoglobulins/HRP kecske poliklonalis 1:10000 Dako

Rabbit Anti-Mouse nydl poliklonalis 1:10000 Dako

Immunoglobulins/HRP

2. Fuggelék tablazat. Felhasznalt elsédleges és masodlagos ellenanyagok.

BigH1 | Méret (kDa)
vad tipus 38,67
3F 41,38
mCh 68,38
HBB 34,61
BHB 41,67
BBH 35,56
HBH 28,79
HHH 29,08
PO 41,38

3. Fuggelék tablazat. Vad tipusu és médositott BigH1 fehérjék mérete.
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BigH1 H1
Aminosav | db % Aminosav | db %
Lys | 66| 18,70% Lys | 68| 26,60%
Glu |40 11,30% Ala |50 | 19,50%
Ala| 38| 10,80% Ser | 27| 10,50%
Ser|29| 8,20% Val |20| 7,80%
Pro|25| 7,10% Thr|19| 7,40%
Asp |23 | 6,50% Pro|14| 5,50%
Leu|20| 5,70% Gly|11| 4,30%
Thr| 18| 5,10% lle| 8| 3,10%
Gly | 17| 4,80% Leu| 8| 3,10%
Val |17 | 4,80% Asp| 6| 2,30%
GIn|13| 3,70% GIn| 6| 2,30%
Arg (12| 3,40% Glu| 6| 2,30%
Met |12 | 3,40% Asn| 3| 1,20%
Asn |10 | 2,80% Tyr| 3| 1,20%
lle| 7| 2,00% Met| 2| 0,80%
His| 2| 0,60% Phe| 2| 0,80%
Tyr| 2| 0,60% Arg| 1| 0,40%
Phe| 1| 0,30% Cys| 1| 0,40%
Trp| 1| 0,30% His| 1| 0,40%
Cys| 0| 0,00% Trp| 0| 0,00%
Pyl| 0| 0,00% Pyl| 0| 0,00%
Sec| 0| 0,00% Sec| 0| 0,00%

4. Fuggelék tablazat. D. melanogaster BigH1 és H1 fehérjék aminosav-6sszetétele.



létra
| | 1500 bp
létra
1
2
IIS SIO 160 I 260 3!;0 400 Sfj)'.i ?(IXJ o 1500 [bp]
B Nukleoszémalis DNS hossza (bp)
Nukleoszoma
. VT
SZam . N B = .
1. minta 2. minta 3. minta Atlag Szoras

162 160 160 159 167 167 163 3,6
363 354 349 356 363 371 359 7,9
559 564 550 554 577 560 561 9,4
746 697 699 699 728 734 717 21,4
Nukleoszoma HHH )

szam 1. minta 2. minta 3. minta  Atlag Szoras
160 160 158 158 156 156 158 1,8
344 348 350 358 344 347 349 5,2
552 540 548 550 538 538 544 6,4
709 734 692 693 700 684 702 17,8

B W N

B W N

C Mono- és multinukleoszomalis DNS aranya (%)
Nukleoszoma
. VT
szam - —
1. minta 2. minta 3. minta Atlag Szoras
35% 35% 48% 47% 32% 31% 38% 7,5%
25% 24% 25% 25% 24% 24% 24% 0,5%
13% 14% 11% 11% 14% 14% 13% 1,4%
7% 8% 5% 5% 8% 8% 7% 1,6%
Nukleoszoma HHH )
szam 1. minta 2. minta 3. minta  Atlag Szoras
37% 38% 48% 46% 45% 43% 43% 4,6%
25% 25% 25% 25% 25% 25% 25% 0,1%
13% 13% 11% 12% 12% 12% 12% 0,9%
7% 7% 5% 5% 5% 6% 6% 1,0%

B W N e

B W N e

1. Fliggelék abra. A) Az MNaz enzimmel emésztett, majd tisztitott DNS mintak Bioanalyzer DNA
1000 chipen torténd futtatasanak eredménye (reprezentativ abra). A szamok 1-4-ig a nukleoszéma
szamot jelentik. B) Harom fliggetlen vad tipusu (VT) és HHH mutans embridbdl szarmazé bioldgiai
minta kétszer torténd futtatdsdnak eredményeként kapott szdmadatok a nukleoszémalis DNS
hosszra vonatkozéan. C) Ugyanezen mintdkban a mono- és multinukleoszémalis DNS aranya, %-

ban megadva.
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A BigH1 N-terminalis doménszekvenciak dsszehasonlitasa kiilonb6zé Drosophila

fajokban
DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE

DROME 100% 53% 23% 23%
DROSI 52% 24% 24%
DROSE 53% 24% 24%
DROER 54% 22% 22%
DROYA 100% 52% 21% 21%
DROAN 53% 52% 53% 54% 52% 100% 22% 22%
DROPS 23% 24% 24% 22% 21% 22% 100%

DROPE 23% 24% 24% 22% 21% 22% 100%

B BigH1 C-terminalis doménszekvenciak dsszehasonlitasa kiilonb6zé Drosophila
fajokban

DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE
100% 59% 32% 45%
57% 32% 46%
58% 32% 45%
56% 26% 40%
100% 59% 30% 43%
DROAN 59% 57% 58% 56% 59% 100% 27% 38%
DROPS 32% 32% 32% 26% 30% 27%
DROPE 45% 46% 45% 40% 43% 38% 100%

C H1 N-terminalis doménszekvenciak dsszehasonlitasa kiilénb6zd Drosophila
fajokban
DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE
100%

D H1 C-terminalis doménszekvenciak dsszehasonlitasa kiilénb6zd Drosophila
fajokban
DROME DROSI DROSE DROER DROYA DROAN DROPS DROPE

100% 71% 63% 62%
71% 60% 59%
68% 60% 58%
73% 65% 63%
71% 64% 63%
DROAN 71% 71% 68% 73% 71% 100% 1% 71%
DROPS 63% 60% 60% 65% 64% 71% 100%

DROPE 62% 59% 58% 63% 63%

100%

100%
50%
0%

5. Fiiggelék tablazat. A) BigH1 N-terminalis, B) BigH1 C-terminalis, C) H1 N-terminalis és D) H1 C-

terminalis doménszekvenciak hasonldésaga Drosophila fajok k6zott, szekvencia illesztés alapjan. A

matrix atlot (telijes egyezés) sarga szin jeldli.
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3R

bp
CRISPR
CTD
DNaz
DNS
dNTP

F primer
FRAP
GD
GFP
gRNS
loxP
MNaz
MRNS
MZT

NA

NC
NTD
PAM
PCAF
PCNA
PCR
PGC

Pl

Polll
PTM
QINESIn

gPCR

R primer

13. ROVIDITESEK JEGYZEKE

3. kromoszdma jobb karja

bazispar

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

C (karboxi)-terminalis domén
dezoxiribonukleaz
dezoxiribonukleinsav
dezoxinukleotid-trifoszfat
forward primer

Fluorescence recovery after photobleaching
globularis domén

green fluorescent protein

guide ribonukleinsav

locus of X-over P1
mikrokokkalis nukleaz
messenger ribonukleinsav
maternalis-zigotikus tranzicio
numerikus apertura

nuclear cycle

N (amino)-terminalis domén
Protospacer Adjacent Motif
P300/CBP-associated factor
Proliferating cell nuclear antigen
polymerase chain reaction
primordial germ cell
propidium-jodid

RNS Polimeraz Il
poszttranszlaciés moédositas
Quantitative Imaging of the Nuclei after Elution
Salt/Intercalators

kvantitativ PCR

reverz primer

with
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RNS
RT-PCR
SLIC
TE

UTR

VT

ribonukleinsav

reverz transzkripcié PCR

Sequence and Ligation Independent Cloning
transzpozabilis elem

untranslated region

vad tipus
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