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Roviditések jegyzéke
cDNS : complementary DNA
CENP-A : Centromere protein A
CFLAG . C-terminalisan 3xFlag-epitdp taggelt H4r
ChlP-seq : kromatin-immunprecipitaciot kovetd szekvenalas
CIAP : Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
Cid : Centromere identifier protein
CpBV-H4 : C. plutellae altal termelt H4 varians
CTCF : CCCT-Binding Factor
CTD : C-terminalis domén
CDK : ciklin-dependens kinaz
Cse4 : Chromosome segregation protein 4
Gad1 : Glutamic acid decarboxylase 1
ECL : enhanced chemiluminescence
gRNS/gRNA : guide-RNS
H3K9me2/3 : H3 9. pozicidban 1évo lizin di- ill. tri-metilacidja
H3K27me3 : H3 27. pozicidban 1év0 lizin tri-metilacioja
H3.3 NK : H3.3-3xFlag-t expresszalo 1-5 napos adultok kezeletlen mintai
H3.3 HS : H3.3-3xFlag-t expresszalo 1-5 napos adultok hésokkolt mintai

H3.3 HS+3h : H3.3-3xFlag-t expresszald 1-5 napos adultok hdsokkot kovetden regeneralt

mintai

H4r NK : 3xFlag-H4r-t expresszalo 1-5 napos adultok kezeletlen mintai



H4r HS : 3xFlag-H4r-t expresszald 1-5 napos adultok hdsokkolt mintai
H4r HS+3h : 3xFlag-H4r-t expresszald 1-5 napos adultok hésokkot kdvetden regeneralt mintai
H4K5ac : H4 5. pozicidban 1év4 lizin acetilacidja

H4Kb5aclP : H4K5ac specifikus ellenanyaggal végzett immunprecipitacio
H4r : Histone H4 replacement

H4-v.1. : H4 transzkript-varians

Hox : homeotikus gén

Hsp : heat shock protein

HP1 : heterokromatin protein 1

IND : intermediate neuroblasts defective

LAD(s) : laminaval asszocialt domén(ek)

LamB : LaminB

LOF : loss-off-function

MNa4z : Micrococcal nuclease

NFLAG : N-termindlisdn 3xFlag-epitdp taggelt H4r

PAM : protospacer adjacent motif

PAR(ilacio) : poli-ADP ribozilacid

PcG : Polycomb group

PRE : Polycomb response element

PTM : poszt-transzlaciés modosités

RT-gPCR : reverz transzkripciot kovetd kvantitativ PCR



SAM : Dynabeads Sheep-Anti Mouse 1gG

SAR : Dynabeads Sheep-Anti Rabbit 1gG

crer

crer

SLIC : sequence — and ligation independent cloning
SWI/SNF : SWItch/Sucrose Non-Fermentable
TAD(S) : topologiailag asszicialt domén(ek)

TFII : transzkripcids faktor 11

TRE : Trithorax response element

trxG : Trithorax group

UTR : untranslated region

VNC : ventral nerve chord

XPB : xeroderma pigmentosum type B



Bevezetés

Eukariota sejtekben a DNS sejtmagba torténd becsomagolasat a hiszton fehérjék végzik. A
a genom stabilitasaért és a génmiikddés szabalyozasaért felelések. A DNS replikaciojahoz
kototten Kifejezo6doé kanonikus hisztonok minden sejtben megtalalhatok és poszt-transzlacios
modositasaiktol fiiggd modon vesznek részt azon régiok miikddésének szabalyozasaban,
amelyekhez kotddnek. Ezzel szemben a replikaciofiiggetlen expresszidju hiszton variansok a
génexpresszio szabalyozasaban specifikus funkciokkal rendelkeznek, ¢s mutathatnak sejttipus-

specifikus expressziot is.

A Drosophila melanogaster idealis modellorganizmus ezen fehérjék funkcidinak
vizsgalatara: kanonikus hiszton génjei egy nagy klaszterben helyezkednek el a 2. kromoszéman
tobb, mint szaz génegységet tartalmazva, melyek mindegyikében megtalalhat6 az 6t kanonikus
hiszton génje egy-egy kopiaban. A hiszton variansok a kanonikus hiszton klaszteren kiviil

helyezkednek el a genomban, egy-két kopiaban.

A hiszton variansok szerkezetiikben altalaban kissé eltérnek kanonikus szomatikus
megfeleloiktol, €s egyedi gének altal kodoltak, amelyek specifikus szabalyozasa teszi lehetéveé
a hiszton variansok szoveti vagy differencialodasi funkcidinak ellatasat. A H4 varians (His4r
vagy H4r) génje, amely a kanonikus hiszton génklaszteren kiviil helyezkedik el, és amelyrdl
replikaciotol fiiggetlen expresszidja révén poliadenilalt mRNS képzddik, evolucidsan
konzervalodott a Drosophila fajokban annak ellenére, hogy fehérjetermékének
aminosavsorrendje azonos a kanonikus H4-ével. Annak érdekében, hogy informaciot nyerjiink
ennek az alternativ H4 hisztonnak a lehetséges szerepérdl, epitop-jeloltik a H4r-t,
tanulmanyoztuk annak térbeli és id6beli kifejez6dését, és feltartuk a kromatinban vald
lokalizaciojat nukleoszomalis szinten. RNS- és immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a H4r
altalanosan kifejezddik az embriondlis és larvalis fejlddési allapotokban, de a fejlodd
idegrendszerben, a H4r expresszidja tekintetében enyhe eltérések figyelhetok meg az egyes
sejttipusok kozott, a fehérje legnagyobb mértékben a kolinerg neuronokban marad fenn. A
ChlP-seq kisérletek azt mutattak ki, hogy a H4r lokalizacioja preferencialis Osszefiiggést mutat
a szabalyozo régiokkal, kiilonosen a sejtek stresszre adott valaszaiban részt vevo gének esetén.

Mindent Gsszevetve a kisérleti adatok azt jelzik, hogy a H4r rendelkezik a kanonikus H4-t61



eltérd, alternativ hiszton funkcioval, amely hozzajarulhat a nem osztddo sejtek transzkripcios

memoridjanak kialakitdsahoz.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Az eukariéta kromatin szervezoédése
1.1.1. A mitotikus kromoszomak szervezodése

Az ecukaridta sejtek genomja linedris kettdsszala DNS, mely un. hiszton fehérjék
segitségével feltekeredve csomagolodik a sejtmagba. A DNS ¢€s a hozza kotddo fehérjek altal
alkotott makromolekularis komplex a kromatin. A kromatin csomagolodas — folding —
hierarchikus szervezddésének repetitiv alapegysége a nukleoszéma, melyet 8 hiszton fehérje
oktamerje alkot. A négy nukleoszomalis hiszton fehérje — H2A, H2B, H3 és H4 két-két
molekuldja komplexet alkot, melyre a DNS 147 bp hosszisagu szakasza 1,67 fordulattal
tekeredik (1). A nukleoszomak szerkezetét a H1 linker hiszton stabilizalja, mely a
nukleoszémak altal 1étrehozott gyongyfiizérszerii szerkezet — az angol szakirodalomban ,,beads
on a string” — atméréje ~11 nm (2). A nukleoszomak kozotti — internukleoszomalis —
kolcsonhatasok kialakitasaval jon létre az un. 30 nm-es fibrillum, mely tobbszoros
hurkolodasaval alakul ki a metafazisos kromoszoma egyik karja, a kromatida, ahogyan az az 1.
abran lathato:

O N AN AN NN

Gyongyfuzér szerkezet

(,beads on a string”) 1
30 nm-es fibrillum 30 nm

T
Hurok szerkezet 30<I nm

A) f
22 YR T
Kromatida % 2 é 700 nm
oG l
’\U/ l
Metafazisos ,4(;0 nm
kromoszoma _L
1. abra: A metafazisos kromoszoma szervez6désének szintjei (Forrés:

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chromatin)



A sejtosztddas ezen fazisaban, a metafazisban nincs transzkripcio, a genom maximalisan
tomorodott. A nem 0sztddo sejtek miikodéséhez sziikséges génexpresszidt az adott gének
kicsomagolasaval biztositja a sejt, amely egy masfajta tomoritési hierarchiat eredményez, a
sejtben kialakul a transzkripcionalisan aktivabb eukromatin és a génkifejezédést gatld

heterokromatin.
1.1.2. A nem o0szt6do sejtek kromatinstruktiraja

1.1.2.1. Eukromatin és heterokromatin

csokkentése teszi lehetové. Ehhez csokken az adott régioban a nukleoszomak és igy az
internukleoszomalis kolcsonhatasok szama, né a nukleoszomak kozotti linker DNS hossza,
hozzaférhetové téve igy az atirandd gének promotereit, enhanszereit, egyéb szabalyozo régioit,
valamint magdn a géntesten is csOkken a nukleoszomak mennyisége. Az igy létrejovo
dekondenzalt kromatin az eukromatin. A konstitutivan vagy fakultativan represszalando
(heterokromatin) kromatinrégiok kondenzalasa Drosophilaban a heterokromatin protein 1
(HP1) ill. a Polycomb group (PcG) / Trithorax group (trxG) fehérjék segitségével torténik,
melyek toborzasa a heterokromatinizalando régiokhoz az ott megjelend epigenetikai jelekkel
torténik. A HP1 esetében pl. a H3K9 di- vagy trimetilaciojat (H3K9me2/3), a PcG/trxG fehérjék
esetén a Polycomb/Trithorax response elemeken (PRE/TRE) kiviil, melyek specifikus Pc/Trx-
ko6t6 motivumok (3), a H3K27 trimetilaciojat (H3K27me3) irtak le, mint hiszton poszt-
transzlaciés modositasokat, melyek részt vesznek az emlitett fehérjék toborzasaban (4,5). A
PcG és trxG fehérjéket egymas antagonistaiként irtdk le, €s bar azéta ez a kép némileg
arnyaltabb lett, az egyedfejlodést iranyitdé homeotikus (Hox) géneken valdban egymassal
ellentétes hatast fejtenek ki. A PcG fehérjék a Hox gének transzkripcidjanak csendesitésében,
mig a trxG fehérjék azok aktivacigjaban jatszanak szerepet. Az egyes testtdjakban 1évo
sejtekben a Hox gének expresszids mintdzata még a korai embridban kialakul, és ez a mintazat

a sejtosztodasok soran tovabb 6roklédik (6).

A hiszton poszt-transzlacios modositasok (PTM-ek) funkcidinak feltérképezése jelenleg is
erdsen kutatott teriilet. Az eddig azonositott PTM-ek és ismert funkcidik alapjan
altalanossagban elmondhato, hogy a PTM helyzete, minésége és a PTM-ek kolcsonhatasai
egyarant befolyasolja a funkcioikat (7). A lizin acetilaciok altalaban lazitjak az elektroszatikus

kdlcsonhatést az erdsen pozitiv nettd toltésli hisztonok és a negativ toltéstt DNS kozott, ami a
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nukleoszoémak elcstsztatasat vagy eltavolitasat teszi lehetové a kromatin remodeller fehérjék
(SWI/SNF) szamara (8-10). A hiszton metilaciok, foszforilaciok, ubikvitinaciok stb. funkcioi
azonban fiiggenek a modositas poziciojatdl, a kornyezetében 1évo egyéb modositasoktol, sét,
még a kovalens modositasok szamatol is (ti. kiilonbozd funkcioval birhat egy hiszton lizin

mono-, di- ill. trimetilacioja).

A klasszikus aktiv eukromatin — inaktiv heterokromatin felosztas nem teljesen all
0sszhangban a meglévo expressziods adatokkal. Habar nagy altalanossagban igaz, hogy az aktiv
gének nagy része eukromatinban talalhat6, heterokromatinban is talalhatok aktiv gének, mi

tobb, bizonyos gének kizardlag heterokromatikus kdrnyezetben aktivalodnak (11,12).

1.1.2.2. A génexpresszio szabalyozasa és a genomintegritas fenntartasa funkcionalis

kromatin domének kialakitasaval

A kromatin tomoritése fizikai akadalyt nyujt a transzkripcidval szemben, igy a megfeleld
génexpresszios mintazat megdrzése érdekében fontos, hogy a kiillonb6z0 tomorodottseégli és
epigenetikai jelekkel ellatott kromatinrégiok elhatarolodjanak egymastol. A kozos szabalyozas
alatt allo gének un. topoldgiailag asszocialt doménekbe (TADS) rendezédnek, melyeket
inzulatorok (pl. CTCF) valasztanak el egymastol (13). Az aktiv géneket tomorité TAD-okban
alakulnak ki a promoter-enhanszer kdlcsonhatasok, a szovetspecifikus expressziét mutato
gének promoterei €s enhanszerei kiilon TAD-okban taldlhatok azon sejtekben, amelyekben az
adott gének transzkripcionalisan inaktivak (14). A hatarok megsziinése vagy eltolddasa nem
csak a génexpressziot érintheti, hanem a teljes genom integritasat is: a heterokromatin funkcioi
kozé tartozik a transzkripcid represszidjan tul a repetitiv elemek kozti rekombinacié gatlasa

illetve a mobilis genetikai elemek, a transzpozonok csendesitése is (4).

A TAD-ok stabilizacidjaban a sejtmaghdartya belsé rétegével asszocialt nuklearis lamina is
részt vesz. A laminaval asszocidlt domének (LADs) tobbnyire erdsen kondenzalt,
transzkripcionalisan inaktiv kromatinrégiokat jelentenek (15). Mindazonaltal, az egyes genomi
régiok laminaval valo interakcioi a differencidcio soran dinamikusan valtoznak, igy vonva be a

sejtmaghartyat a differenciacié folyamataba (16):
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Kihorgonyzott F F%?.

753 . . gén .
Ossejt SeltVO"a",‘! Gssejt gén
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2. abra: A sejtmaghartya szerepe a differencialodas soran bekovetkezd génexpresszié-valtozasokban (Peric-
Hupkes D és mtsai, 2010 nyoman). A sejtmaghartya belsé felszinével asszocidlt lamina képes gatolni a
génexpressziot, igy a differenciacio soran a laminahoz torténd kihorgonyzodas is szerepet jatszik a differenciacio
soran véghemend génrepresszidban, ahogyan az a sejtciklus-specifikus gének esetén megfigyelhets. Ezzel
Osszhangban a differenciacioban szerepet jatszo gének aktivalodhatnak azaltal, hogy a laminatol elvalnak és a

transzkripcios faktorok, valamint az RNS polimeraz szamara hozzaférhetévé valnak.

1.2. Az indukalhat6 gének aktivacidja

A haztartasi génektdl eltérden, melyek konstitutivan fejezddnek ki, az indukalhaté gének
csak meghatarozott stimulusok hatasara aktivalodhatnak. Ez rugalmasan valtozo
kromatinszerkezetet kovetel meg, amely stimulus hianyaban az érintett gének kifejez6dését
represszalja, de a stimulus megjelenésére gyors és csak atmeneti transzkripciot tesz lehetévé
(14). Az egyes gének promotereinek hozzaférhetésége a sejtosztddasok soran tovabb 6roklédik,
melyeket 0.n. mitétikus konyvjelzék tesznek lehetdvé. Konyvjelzoként miikodnek olyan
epigenetikai jelek, mint pl. hiszton poszt-transzlacioés modositasok, illetve egyes promoterekhez
a sejtosztodas soran végig kotddnek transzkripceios faktorok, melyek az osztodas végén gyors
aktivaciot tesznek lehetévé. Ezeket pionir transzkripcids faktoroknak nevezik (14). A mitotikus
konyvjelzok sejtosztddas utan az indukalhato gének gyors aktivaciojan til a sejttipusra jellemzo

transzkripcids mintdzat kialakitasaban is részt vesznek.
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Stimulus hatasara aktivatorok kotédnek az indukalandd gének promotereihez, melyek
kotohelyet biztositanak koaktivatorok, valamint a kromatin remodellerek szamara. Utdbbiak
eltavolitjak a nukleoszémakat a promoterrdl, ami lehetdvé teszi az RNS polimeraz és az
altalanos transzkripcios faktorok (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH) szamara a
preiniciacios komplex felépitését. Ezt kovetden a CDK?7 kindz foszforilalja az RNS polimerazt
a C-terminalis doménjét (CTD) a Ser5 pozicioban. A TFIIH helikdz aktivitasu alegysége, az
XPB (Drosophildban hay) szétnyitja a DNS két szalat, és lehetdvé teszi az RNS polimeraz
szamara, hogy 20-40 nukleotid hosszisdgban atirja az aktiv (sense) szalat (promoter clearance).
Az RNS polimeraz ezutan megakad, a transzkripcid elongacio csak akkor folytatodik, amikor
a CDKO9 foszforilalja a CTD-t a Ser2 pozicidoban. A remodelling komplexek a polimerazhoz

kotédve segitik a nukleoszomak eltavolitasat a transzkripcid kozben (17).

Nem o0sztddo sejtekben a kanonikus hisztonok nem fejezédnek ki, ezért ezekben a sejtekben
a hiszton variansok konnyebben mozgosithatok az indukcié hatdsara torténd kromatin-
atrendezédések soran (18). A lehetséges kornyezeti stimulusok koziil a héstressz hatasait
jellemezték mar a lehetd legtobb szempont alapjan: Drosophilaban jol ismertek a hdstressz
génexpresszidS Mintazatra gyakorolt hatasai, a stimulust kovetd globalis kromatin-
atrendez6dések, és tobb hiszton variansnak a folyamatban betoltott szerepe is (18,19). Hésokk
hatdsara a genom nagy része transzkripcionalisan represszalodik, és csak a hdsokk valaszban
szerepet jatszo gének aktivalodnak. A hoéstresszre indukalodo génekre beépiilt nukleoszomak
hisztonjai stimulus hatasara gyors PARilacion mennek keresztiil, amelyet a nukleoszomak egy
részének eltavolitasa kovet, a megmaradt nukleoszomakba pedig H3.3 épiil be nagy
mennyiségben. A nukeloszoémak szamanak csokkenése a kromatin lokalis fellazulasdhoz vezet,
amely politén kromoszoma preparatumokon fénymikroszkoppal is megfigyelhetdk, ezekre az
angol szakirodalom ,heat-shock puff’-ként hivatkozik. A fellazult kromatin gyors és erds
transzkripciot tesz lehetdvé. HOsokk hatdsara jelentdsen megemelkedik a transzkripcid
aktivacioban szerepet jatszo H3.3 hiszton varidns expresszidja is, mely nagyrészt beépiil a
kromatin aktiv régioiba. A stimulus megsziinését kovetden a regeneracidé soran azonban
sziikségtelenné valik a hdsokkvalasz-gének aktivacidja, ennek megfeleléen a H3.3 néhany o6ra
alatt kanonikus H3-ra cserélodik, ezzel egyidében a hdsokk hatasira represszalt gének

csendesitése is megsziinik (19).
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1.3. A transzkripciés memédria és a kornyezeti stimulus kapcsolata

A kornyezeti ingerekre adott valaszokban szerepet jatszo gének gyors aktivacioja stimulus
hatasara elengedhetetlen a valtozd kornyezetben vald életben maradashoz. Ehhez az
indukalhat6 gének promotereinek konnyedén hozzéaférhetének kell lennie az RNS polimeraz
szamara. Ebben a fent emlitett, konyvjelz6ként miikodo epigenetikai markerek, melyeken a
preiniciacios komplex fel tud épiilni, kulcsszerepet jatszanak: a lazabb kromatinszerkezet
kialakitdsdban hiszton poszt-transzlacids moédositasok, €s zOmmel varidnsokat tartalmazo,
instabil nukleoszomak vesznek részt (20). Amennyiben egy adott kornyezeti stimulusra
aktivalddo gén az egyed élete sordn még nem aktivalodott, a gén promoterén a preiniciacios
komplexnek Ossze kell szerelddnie, az RNS polimeraz el6szor a C-terminalis domén (CTD)
foszforilacioval megkezdddik az elongaci6. Amennyiben a gén Gjra meg wjra aktivalodik
(prekondiciondlds), a preiniciaciés komplex a kovetkezd stimulus megjelenése elott
Osszeszerelodik, az RNS polimeraz CTD Ser5 aminosavan foszforildltan kotédik a
promoterhez, €s a kovetkezd stimulus hatasdra mar csak a Ser2 foszforildciora van sziikség a
transzkripcidhoz. Ez egy sokkal gyorsabb ¢€s erdsebb transzkripcidt tesz lehetévé, mint
amekkora az els6 stimulus hatdsara ment végbe, valamint lehetdvé teszi, hogy az adott
stimulusra aktivalodd Osszes gén egyszerre aktivalodjon (14). A folyamatot az 5. éabra

szemlélteti:
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5. abra: Az indukalhat6 gének kromatin jellegzetességei. (Weinhouse, 2021 nyoman) Me: hiszton metilacio;

Ac: hiszton acetilacio; S2: RNS polimeraz C-terminalis domén Ser2; S5: RNS polimeraz C-terminalis domén Ser5;

P: foszforilacio.

Human embrionalis sejtvonalban leirtdk, hogy olyan kornyezeti stimulusok hatdsara, mint

pl. a h6sokk, a TAD-ok atalakulnak, és stressz-indukalta TAD-ok alakulnak ki. Az (j TAD-ok

felbontjdk az adott sejtre normal koriilmények kozott jellemzé enhanszer-promoter
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kontaktokat, ami az aktiv gének egy részének represszidjahoz vezet (21). Drosophila sejtekben
ezzel szemben a sejttipusra jellemz6 TAD formaciok megmaradnak, hésokk hatdsara csupan a
TAD-ok kozti hatarok alakulnak at a CTCF inzulator fehérje és a kohezin relokalizaciojaval. A
TAD-hatarok elmosddasa lehetévé teszi a relokalizalt kohezin és a repressziv PcG komplexek
interakcidjat, ami a human sejtekhez hasonléan bizonyos gének hdsokk hatasara bekdvetkezo

represszidjat eredményezi (14).
1.4. Az alternativ hisztonok altalanos jellemzoi

Az alternativ hisztonok (mas néven hiszton variansok, replikéaciofiiggetlen hisztonok) a
sejtciklus  S-fazisaban expresszalodd és kromatinba beépiild, kanonikus hisztonjait
helyettesitik, a varidnsra jellemzd sejtekben, géneken. A kanonikus hisztonok génjei
magasabbrendii eukaridtdkban jellemzden sok, akar tobb, mint szaz kopidban talalhatok a
genomban, és egy vagy tobb génklaszterbe tomoriilhetnek. Drosophila melanogasterben a
kanonikus hisztonok tobb, mint szaz kopiaban, egy kanonikus génklaszterbe csoportosulva
helyezkednek el a genomban, mig a variansok egy-két gén altal kodoltak, melyek a kanonikus
hiszton klaszteren kiviil helyezkednek el a genomban. Tovabbi kiilonbség a kanonikus
megfeleldikt6l, hogy a wvariansok MRNS-ei sejtciklustol fiiggetleniil expresszalodnak,
poliadenilaltak és tartalmazhatnak intront. Az ezekrél az mRNS-ekrdl transzlalodo fehérjek
altalaban kis mértékben eltérd, de a kanonikus megfeleldjiikh6z még mindig nagyon hasonlo
aminosavsorrenddel rendelkeznek (22). Ez alol a H4 hiszton kivétel, mely rendelkezik
variansokra jellemz0, egykopias, intront tartalmazo, poliadenilalt mRNS-sel, amely azonban a

kanonikus H4-gyel megegyezé aminosavsorrendii fehérjét kodol (lasd 1.4.1. fejezet).

Hiszton variansok altalanosan jelen vannak az egysejtliektdl a magasabbrend(i eukariotakig
a legtdbb organizmusban. Egyes hiszton variansok, mint pl. a centromerspecifikus H3 varidns
(élesztében Cse4, Drosophilaban Cid, emldsokben CENP-A) szinte kivétel nélkiill minden
eukariotaban megtalalhatok és ugyanazt a funkciot toltik be kozeli és tavoli rokon fajokban
egyarant, mig mas varidnsok csak egy kladban jelentek meg az evolicié soran, mint pl. a
doziskompenzacio emlésokre jellemzé modjaban, az X kromoszéma inaktivacidjaban részt

vevé macroH2A (23).

A hiszton variansok betdlthetnek szovetspecifikus (pl. a Drosophila ivarvonal-specifikus
BigH1 linker hiszton variansa (24)), kornyezeti hatas specifikus (pl. H2A.X/H2Av, mely a

kettdsszallt DNS-torések javitasaban vesz részt (25)), vagy altalanosabb, kromatinstabilitashoz
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és génexpressziohoz kotott funkciokat (pl. a centromer-specifikus CENP-A/Cid vagy a

transzkripcid aktivator H3.3 (26)). A legjobban tanulméanyozott modellorganizmusok hiszton

variansait az 1. tdblazat mutatja be:

Varians
- Funckio
Eleszté | Drosophila Emlos
testis-specifikus linker hiszton
- - H1t (27,28) (27.28)
H1 dBigH1 petesejt-specifikus linker hiszton
- (24) Hloo0 (27,28) (27.28)
- - Hla-e (27,28) | szomatikus linker hiszton (27,28)
konstitutiv heterokromatin
Htz1 (23) H2AvV / H2A.Z (23) stabilizacio, génexpressziod
H2A.Z (25) szabalyozas (23)
H2A
- H2A.X (29) DNS karosodas hibajavitas (29)
déziskompenzacio: X
) ) macroH2A (29) kromoszoma inaktivacio (29)
transzkripcio aktivacio,
konstitutiv heterokromatin
H3.3 (30) stabilizacid, transzkripcios
H3 memoria, Spermatogenezis
(Drosophila) (30)
Cse4 (23) | Cid (23) CENP-A (23) centromer-spegg;(us H3 varians
) ) H4t (patkany, testis-specifikus H4 varians
zsakallatok) (31.32)
H4 Hd4r (33) (31,32) nem ismert
) ) H4G (féemlésok) | nukleolusz-specifikus H4 varians
(34) (34)

1. tablazat: Hiszton variansok el6fordulasa egysejtii, soksejtii és emlds modell rendszerekben.

1.4.1. Hiszton H4 variansok

Evolucidbioldgiai szempontbol a H4 hiszton a legérdekesebb, ugyanis csak kevés,
egymastol filogenetikailag tavol allo csoportban azonositottak eddig H4 varianst, ami jelzi,
hogy az igény egy sejtciklus-fiiggetlen expresszidju H4 jelenlétére az evolucio soran tobbszor

IS megjelent. A variansok egy része csak replikaciofiiggetlen mRNS expressziojat tekintve
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kiilonbozik kanonikus megfeleldjétdl, ezeket mRNS-variansoknak nevezziik. Az mRNS
varidnsok a kanonikus H4 génjérdl irddnak at, de egyedi szabdlyozassal, ilyen pl. a
szarvasmarha vagy a patkany H4-v.1. mRNS-variansai (35,36). Ezen variansok poliadenilalt
MRNS-sel, meghatarozott szovetekben expresszalodnak, a funkcidik még ismeretlenek. A
szarvasmarha H4-v.1. variansa a mellékvese veléallomanyaban fejezddik ki (36), mig a patkany
H4 transzkript-varians a majban, csecsemOmirigyben, csontveldben, mellékvesében és az
alveolaris makrofagokban. Utdbbi expresszids mintazat immun-folyamatokban valo részvételt

enged feltételezni, de a pontos mitkodésmechanizmus még ismeretlen (35).

Az H4-homolog fehérjék egyik legkiilonlegesebb példaja a Cotesia plutellae bracovirus altal
termelt CpBV-H4 fehérje (37). A virus az altala tamadott gazdaszervezet, a kaposztamoly
(Plutella xylostella) H4 hiszton fehérjével 82,5%-ban homolog fehérjét termel, mely képes
beépiilni a gazdasejtek kromatinjaba, és megvaltoztatni annak génexpresszids mintazatat,

melynek eredményeként az immunvalaszban szerepet jatszo gének csendesitédnek (37).

A kanonikustdl eltér6 aminosavszekvenciaval rendelkezd, hiszton varidnsokra jellemzo
karakterisztikaja alternativ H4 hisztont eddig csak harom taxonban irtak le: az ostoros egysejtii
Trypanosoma brucei-ben (38), az elégerinchurosok k6zé tartozd Oikopleura dioicd-ban (32),
¢és féemlésokben (34). Ahogy a varianssal rendelkez6 taxonok filogenetikailag tavol allnak
egymastol, ugy a benniik leirt H4 variansok funkcioi is. A Trypanosoma brucei-ben leirt H4V
egyike az ebben a fajban leirt négy hiszton varidnsnak. A H2AZ ¢s H2BV a transzkripcids
starthelyeket jelolik ki az RNS polimerdaz szdmara, a H3V és H4V pedig a transzkripcids
terminacios helyeket. A H4V 85%-o0s homoldogiat mutat kanonikus megfelel6jével, a 15%-nyi
kiilonbség a fehérje mindharom doménjét érinti. A varianst tartalmazé nukleoszomak kevésbé
stabilak, mint a csak kanonikus hisztonokat tartalmazok, melynek fontos szerepe lehet a
transzkripcid-szabalyozasban (38). Az Oikopleura dioica altal termelt testis-specifikus H4t 3
aminosavcserében  kiilonbozik  kanonikus megfelel6jétél, melyek poszt-transzlacios
modositohelyeket érintenek, de a pontos szerepiik még ismeretlen (32). A féemlGsokben leirt
H4G varians a kanonikus H4-¢él rovidebb C-terminalis doménnel rendelkezik, a teljes fehérje
85%-0s homoldgiat mutat kanonikus megfeleldjével. A nukleoluszban lokalizalodik, és
szerepet jatszik az rDNS transzkripcigjaban. Bizonyos raktipusokban, féleg mellrdk esetén,

kimutattak a H4g gén tultermel6dését (34,39).
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1.4.1.1. A Drosophila melanogaster Histone H4 replacement (H4r) génje

A Histone H4 replacement (H4r) gén a varians és kanonikus hisztonok tulajdonsagait 6tvozi:
a kanonikus hiszton klaszteren kiviil, egy gén altal kodolt H4r tipikus eukariota génszerkezettel
rendelkezik, tartalmaz intront, és a réla atirodo mRNS poliadenilalt. Northern-blot eredmények
alapjan a gén a szomatikus sejtekben expresszalodik, az ivarvonalban azonban nem (33). Az
expresszios mintazata alapjan feltételezhetd, hogy szerepe a kanonikus H4 helyettesitése a H3.3
replikaciofiiggetlen hiszton partnereként a poszt-mitdtikus sejtekben, melyekben a kanonikus
H4 mar nem expresszalodik (33). Ezt erdsiti az a tény, hogy a H4r funkcidvesztéses allélt
hordozo (loss-off-function, roviden LOF) mutans allatok fertilisek és életképesek, de csokkent
¢letképességlick (40). Figyelembe véve a H4r-nek a kanonikustol eltéré kodonhasznalatat,
lehetséges, hogy a H4r a kanonikus H4-t61 eltér6é dinamikaval transzlalodik (41), ami eltérd ko-
transzlacios modositasokat tesz lehetové. A ko-transzlacios modositasok vagy az interakcids
partnerek transzlacio soran torténé kotédése a sejtek kornyezeti stimulusok hatasara
bekovetkezd gyors valaszat teszi lehetévé (42). A HAr-nek a kdrnyezeti stresszhatasokra adott
valaszokban betdltott lehetséges szerepére utal az a szakirodalmi adat is, mely szerint a H4r
mRNS expresszidja szignifikdnsan megemelkedik etanolos kezelés hatasara (43). A H4r LOF-
mutans allatok hdstresszel szemben ellenallobbnak bizonyultak, MNaz-essz¢ alapjan a Hsp-
géneken lazabb kromatinszerkezettel rendelkeznek, mint a vad tipusu allatok (40). Ez azt engedi
feltételezni, hogy a H4r-nek az indukalhaté gének kromatinjanak szabalyozasadban lehet

SZErepe.
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2. Ceélkituzeések

A hisztonok nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a genom stabilitas, a kontrollalt sejtosztodas
¢és differenciacid, valamint a homeosztdzis fenntartasaban. Barmilyen mutéci6, amely ezen
fehérjék mennyiségét vagy szerkezetét érinti, stlyos karokat okozhat az emlitett
folyamatokban, degeneracidos vagy tumoros folyamatokat inditva be. Bar kritikus szerepet
toltenek be az eukariota egyedek ¢€letképességének €s szaporoddképességének fenntartdsaban,

miukodestiket illetéen még mindig rengeteg a nyitott kérdeés.

Kutatocsoportunk érdeklédésének egyik kozpontjaban az egyik legkevésbé jellemzett
hiszton, a H4 funkcioi alltak. Mivel a Drosophila melanogaster genomjaban a tobb, mint szaz
H4 kopian kivill még egy gén talalhato, amely replikaciofiiggetlen expresszidval termelddik,
felmeriilt a kérdés, hogy a szabad H4 hiszton készlet hogyan jarul hozza a sejt
homeosztazisdnak fenntartdsdhoz. A rendelkezésre allo, jelenleg kevés szakirodalmi adat arra
a feltételezésre vezetett, mely szerint lehetséges, hogy a replikaciofiiggetlen H4r-nek szerepe
lehet a differencialodott sejtekben a transzkripcidos memoria kialakitdsaban. Az én feladatom a
replikaciofiiggetlen alternativ. H4 funkcidjanak vizsgalata volt, az aldbbi kérdések

megvalaszolasaval:

1. Hogyan expresszalodik a H4r? Mutat-e a H4r expresszidja vagy akkumulacioja

sejttipus- vagy fejlodési stadium specificitast?

2. Megvaltozik-e az expresszidja vagy kromatinba épiilt mennyisége kornyezeti stimulus

(hostressz) hatasara?

3. A genomi eloszlasa kanonikus vagy varians hisztonokra jellemz6-e? Milyen funkciok

kothetdk azokhoz a genomi régidkhoz, amelyeken a H4r lokalizalodik?

4. Hogyan valtozik a H4r lokalizacioja transzkripcio aktivacid és csendesités hatasara?
Tiikrozi-e a H4r mennyisége az érintett géneken a multbéli transzkripcids eseményeket,

ami a H4r transzkripcios memoriaban betdltott szerepére utalhat?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A H4r prométerén megtalalhato transzkripcios faktor kotohelyek azonositasa

A H4r gén promoteréhez potencidlisan kotédd transzkripeios faktorokat a MEME-Suit

programmal (http://meme-suite.org/tools/fimo) azonositottuk. A transzkripcidos faktor

kotohelyeket a gén elsd exonjatdl upstream 545 bp hosszisagu szekvencidn azonositottuk,
melyhez egy, a JASPAR szoftver segitségével meghatarozott 153 motivumot tartalmazo listat
(http://jaspar.genereg.net/search?page_size=250&q=&tax_group=insects&collection=CORE)

hasznaltunk fel. A szoftver a <0,0001 p-értékkel rendelkezé talalatokat listazta.
3.2. Transzgenikus Drosophila vonalak eléallitasa
3.2.1. Guide-RNS (gRNS) célszekvenciak meghatarozasa

Annak érdekében, hogy a kisérletek soran a H4r-t és a kanonikus H4-et
megkiilonboztethessiik egymastol, a H4r gént a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével egy olyan
génre cseréltik ki, amely 3xFlag-taggelt H4r-t kodol. Az ehhez sziikséges guide-RNS-ek
célszekvenciait a CRISPR Optimal Target Finder programmal (44) hataroztuk meg az alabbi
beallitasokkal:

- guide-RNS-ek hossza: 20 nukleotid

- keresés Drosophila melanogaster fajban (r_6)

- az Osszes lehetséges targetszekvencia figyelembe vételével (egyarant figyelembe véve a
NAG és NGG PAM-szekvenciakat)

- magas stringencia

A szoftver altal jelzett potencialis off-target hatisii guide-RNS szekvencidk koziil a
maximum 4 potencialis off-target hatassal rendelkezé guide-RNS jeloltek koziil valasztottunk
ki Gsszesen 6tot kisérletes tesztelésre, melyek a 6. abran lathat6 helyeket céloztak (a szoftver
potencialis off-targetként azonositotta a genom azon szakaszait, melyek az adott guide-RNS

crer

targetszekvencidk  milyen  genomi  régidkat érintenek, a FlyBase adatbazis

BLAST programjanak segitségével ellendriztiik (http://flybase.org/blast/).
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6. abra: A H4r gént célzo guide-RNS-ek target pozicidi. A kivalasztott 6t guide-RNS-t a gRNS1-5 jelolik, alul
a guide-RNS-eket kovetdé PAM (protospacer adjacent motif) szekvenciakkal jelolt Cas9 hasitasi helyek. A

szaggatott vonal a H4r gén intronjat jeloli.
A kivalasztott guide-RNS (gRNS) szekvenciak:

- gRNS1: CTGTAAAGCGACGCCATGTT

- gRNS2: GTGTGCTAAAGGTACGTTC

- OgRNS3: TGAAAAACTGATTAATTTCT

- gRNS4: GCCATCTGCGAATTCAAGCTC

- gRNSS5: GGCAGTAGCAGTAGAAAAGGC

3.2.2. Guide-RNS-ek beépitése a pCFD4 plazmidba

A pCFD4 két guide-RNS egyiittes kifejezésére alkalmas, ezért a genomi DNS-ben két darab
kettOsszala DNS torés idézhetd eld segitségével, ami novelheti a kettdsszali DNS-torés

indukalta hibajavitds (nem-homolog végek ligaldsa vagy homolog rekombinécio)

crer

crer

gRNS2-t és gRNS3-at, melyek a Cas9 fehérje iranyitasaval az upstream DNS hasitast teszik
lehetdvé. A downstream hasitashoz sziikséges gRNS4-et és gRNSS5-6t reverz primerekbe

terveztiik, az alabbi séma szerint:
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Forward primer B

U6-1 promoter gRNS vaz U6-3 promoter gRNS vaz

Bbsl Bbsl Reverz primer

Forward primer: 5’ - | TATATAGGAAAGATATCCGGGTGAACTTC G-N19/20- GTTTTAGAGCTAGAAATACGAAG

Reverz primer: 5 -  ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC -N19/20revcompC GACGTTAAATTGAAAATAGGTC

7. abra: A guide-RNS-ek pCFD4 plazidba torténé klonozasahoz sziikséges primerek tervezésének alapjai.
Olyan plazmidokat terveztiink, amelyek segitségével a H4r génben ill. kdzelében két ponton hasithatok a Cas9
fehérjén keresztiil. Ehhez az upstream DNS hasitashoz sziikséges guide-RNS-eket (gRNS1-3) a forward
primerekbe, a downstream hasitashoz sziikségeseket (gRNS4-5) pedig a reverz primerekbe terveztiik. A

primerparokkal 1étrehozott PCR termék a pCFD4 plazmidba klonozhato.
Az igy kapott primerek szekvencidit a Fiiggelék 1. tdblazata tartalmazza.

A guide-RNS szekvenciakat tartalmazo forward ¢és reverz primerekkel polimeraz
lancreakciot (PCR) végeztink pCFD4 plazmid templaton. A harom kiilonb6z6 forward és két
kiilonb6zé reverz primerrel ez Osszesen 6 kiilonbozé reakciot jelentett. A PCR-t Q5

polimerazzal végeztiikk (NEB), a gyartoi protokollt kovetve.

A PCR soran amplifikalt fragmenteket agaroz gélen (1 v/g% agaroz; 500 ng/ml etidium-
bromid; TEB [8,9 mM Tris, 2,0 mM EDTA pH 8,0, 89 mM bérsav] pufferben) futtattuk meg,
majd a megfeleld méretli fragmenteket borotvapengével korbevagtuk UV fényben. Az izolalt
géldarabokbodl Gel Extraction Kit (Geneaid) segitségével tisztitottuk ki a DNS-t a gyarto altal

javasolt protokoll alapjan.

A pCFD4 plazmidot (47) Bbsl (Bpil) restrikcios endonkledazzal emésztettilk meg, majd a
Bbsl hasitott plazmidot agardz gélen megfuttattuk, UV fényben gélbdl kivagtuk, és a kivagott
gélkockabol a DNS-t Gel Extraction Kit (Geneaid) segitségével izolaltuk.

A guide-RNS szekvencidkat tartalmaz6 PCR termékeket ligalas-fiiggetlen (SLIC)
klonozassal (48) épitettilk a Bbsl emésztett pCFD4 plazmidba. A reakcidelegyet (2 ng/ul
pCFD4 fragment;10 V/V% 10x Fermentas Green puffer; 0,075 U/ul T4 polimeraz; 2,5 nM
guide-RNS-tartalma PCR termék) 2,5 percig szobahOmérsékleten, majd 10 percig jégen
inkubaltuk. A SLIC reakci6 5 pl-nyi végtermékével 200 pl, elézetesen 0,85 pl
merkaptoetanollal elokészitett 2T1 E. coli sejteket transzformaltunk. A kompetens sejteket 30

percig inkubaltuk jégen, 42°C-os vizfiirddben 45 masodpercig hdsokkoltuk, majd 2 percig
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hiitottiik jégen. 500 pl YTB tapoldat és 3,5 ul 40 %-os gliikoz oldat hozzaadasa utan a sejteket
egy oran at 37°C-0s a vizfiirdében inkubaltuk folyamatos kevertetés mellett. A sejtszuszpenzid
100 pl-ét ampicillin tartalmt YTB (5 g/l éleszt6 kivonat; 5 g/l NaCl; 10 g/l Trypton; 1,75 v/g%
agar6z) taptalajon szélesztettik (mivel a pCFD4 plazmid ampicillin szelekcios
markert tartalmaz) ¢és a lemezeket egy éjszakan at 37°C-on inkubaltuk. A masnapra felnétt
telepek koziil néhanyat folyékony YTB taptalajba oltottunk at, majd High Speed Plasmid Mini
Kit (Geneaid) segitségével tisztitottuk Ki, egy ¢jszakan at 37°C-on  inkubalt
baktériumszuszpenziobol. A tisztitott plazmidok szekvencidit Sanger-szekvenalassal
ellendriztiik. A megfeleld szekvencidji plazmidokat Ujabb atoltast kovetden folyékony
baktériumszuszpenziobol QIAGEN Plasmid Mini Kit segitségével tisztitottuk ki a gyartoi
protokoll alapjan, és a tisztitott plazmidokat 30 pl injektald pufferben (NaH2PO4pH 6,8 1 mM,
KCI 50 mM) oldottuk fel.

3.2.3. Guide-RNS-eket expresszalé Drosophila vonalak eldallitasa

A fent leirt modon eléallitott plazmidokkal y*vP{nos-phiC31\int.NLS}X; P{CaryP}attP40
(Bloomington Drosophila Stock Center #25709) embridkat injektaltunk, majd az injektalt

allatok koziil a himeket kereszteztiik tovabb, az alabbi séma szerint:

P: & yW!P{nos-phiC31\int.NLS}X; P{CaryP}attP40 X y2cho®V! ; Ci]—po Q

P{guide—RNA[upstream]—guide—RNA[downstream]}attP40 S
F1: 6yZChOZV1; {g [up 1-g [ 1} X yzchozvl; p 0
Ccyo Cyo
vagy
P{guide—RNA[upstream]—guide—RNA[downstream]}attP40 S
6y2ch02v1; {g [up 1-g [dow 1} X yzchozvl; p 0
Sp Cyo
F2: yzchozvl;P{guide—RNA[upstream]—gz;’i)e—RNA[downstream]}attP40 6\ X 9

l

P{guide—RNA[upstream]—guide—RNA[downstream]}attP40
F3: yZChOZVl; {g [up 1 gcyo [ 1} $
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A keresztezési sémaban feltiintetett guide-RNA[upstream]-guide-RNA[downstream]
megjelolés a 6 kiilonbozd primerparositds eredményeként gRNS1-gRNS4, gRNS1-gRNSS,
gRNS-2-gRNS4, gRNS2-gRNS5, gRNS3-gRNS4 és gRNS3-gRNS5 guide-RNS parositasokat
takar.

3.2.4. A guide-RNS parok tesztelése

A 3.2.3. fejezetben leirtak szerint 1étrehozott, guide-RNS-parokat expresszalo Drosophila
vonalak himeit y*M{Act5C-Cas9.P}ZH-2A w* (Bloomington Drosophila Stock Center #54590)
genotipust, Cas9 fehérjét expresszald sziizekkel kereszteztiik, majd néhany véletlenszeriien
kivalasztott utodbol DNS-t preparaltunk, és PCR-rel vizsgaltuk meg a guide-RNS-ek és a Cas9
altal létrehozott deléciod jelenlétét a HAr génben. Ehhez az adult utodokat lefagyasztottuk, majd
Squish pufferben (10 uM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA; 25 mM NaCl) homogenizaltuk, majd
Proteinaz K-val (200 pg/ml) 30 percig emésztettiikk a mintak fehérjéit. Az enzimet 98°C-on 2
perc alatt inaktivaltuk, majd az igy 1étrehozott mintak 1 pl-ét templatként hasznaltuk fel a PCR
soran. A deléciot a HAr géntdl upstream hibridizal6 H4rDel Fw és a géntél downstream
hibridizald6 H4rDel Rev primerekkel mutattuk ki, HotFire polimeraz (Solis BioDyne)
hasznalataval, a gyartoi utasitasokat kovetve. A primerek szekvencidit a Fiiggelék 1. tablazata
tartalmazza. A primerekkel a PCR soran a negativ kontrollként hasznalt (guide-RNS-eket és
igy deléciot nem hordozd) y*M{Act5C-Cas9.P}ZH-2A w* illat genom;jabol 2 kb hosszusagu
szakasz amplifikalodik fel, mig a keresztezésbdl szarmazo allatok genomjabol ennél 500-800

bp-ral rovidebb termék képzodik.
3.2.5. A Hd4r epitop-jeloléséhez sziikséges plazmidok megtervezése

A Hd4r expressziojanak nyomonkovetéséhez olyan donor plazmidokra volt sziikség,
melyeken a 3xFlag epitop tag a H4r 5’UTR ¢és az els6 exon kozé (N-termindlis tag) illetve a
masodik exon és a 3°’UTR kozé (C-terminalis tag) esik, megdrizve igy a H4r gén szabalyozo
régioit és eredeti expresszios mintazatat. A transzgenikus allatok konnyti azonositasa érdekében
dsRed marker gént is klonoztunk a H4r-t61 downstream. Ehhez olyan plazmidot hasznaltunk
fel, melyen a dsRed gén két loxP rekombinacios szekvencia kozott helyezkedik el, igy az a
transzgenikus legyekbdl sziikség esetén — amennyiben a dsRed til erds hatteret adna az

immunfestések soran - Cre-medialt rekombinacidval eltavolithato (lasd 3.2.93.2.8. fejezet).
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3.2.6. A vad tipusu H4r gén és Kiterjesztett genomi kornyezetének pBluescript KS (+)

plazmidba klonozasa

A vad tipusi H4r gént vad tipusu (OregonR) egyedbdl amplifikaltuk, melyhez a
templatul szolgdldé DNS-t Proteinaz K-val torténd emésztéssel preparaltuk. A PCR-t Q5
polimerazzal és a H4r genomi Forward és Reverz primerekkel (lasd Fiiggelék 1. tablazat)
végeztiik, a PCR-termékeket agar6z gélbdl izolalva tisztitottuk Ki Gel Extraction Kit (Geneaid)

segitségével.

A primereket Ggy terveztik meg, hogy az amplikon mindkét végén tartalmazzon Nhel
restrikcids enzim hasitohelyet, mely enzim ragados végeket hoz létre. A pBluescipt KS (+)
plazmid multiklénoz6 helye tartalmaz Xbal restrikcios enzim hasitohelyet, mely enzim az Nhel
endonukledzzal kompatibilis ragados végeket hoz létre. igy az amplikont Nhel-¢el, a vektort
Xbal endonukleazzal emésztettik, majd a termékeket PCR Extraction Kit
(Geneaid) segitségével tisztitottuk.

A vektort ezt kovetéen FastAP foszfatdz enzimmel defoszforilaltuk, a gyartoi protokoll

alapjan.

A defoszforilalt vektort és az inszertet ligaltuk (75 ng inszert, 25 ng vektor DNS, T4
ligaz 0,25 U/ul, 10 V/V% 10x T4 puffer 10 pl végtérfogatban). Az elegyet
szobahdmérsékleten inkubaltuk 30 percen at, majd 70 °C-on 5 percen at melegitettiik a ligaz
enzim hdéinaktivaciojahoz. Ezt kovetden jégen hiitottiik transzformaciohoz. A ligatum 5 ul-ével

DH5a E.coli sejteket transzformaltunk a 3.2.2. pontban leirtaknak megfeleléen.

Azt a sziik genomi szakaszt, melyet fuziondltatni kivantunk a 3xFlag epitop taggel, egy tjabb
PCR segitségével amplifikdltunk fel. Mivel ez a régié nem tartalmazott az egyik sziikséges
helyen restrikciés enzim hasitohelyet, olyan primert terveztiink, melynek 5’-végén
megtalalhaté volt az enzim felismerési és hasitdsi szekvencidja (Kpnl). A PCR-t Q5
polimerazzal és a H4r Del Forward és H4r Kpnl Reverz primerekkel végeztiik (1asd Fiiggelék
izopropanolt adtunk, majd 5 perces szobahdmérsékleten tortént inkubaciot kovetden 10 percen
at centrifugaltuk 13000 rpm-en. A feliiluszo eltavolitasa utan 70%-0s etanollal mostuk, majd
ujabb 5 perces, 13000 rpm-en tortént centrifugalas és a feliiluszo eltdvolitasa utan a csapadékot

beszaritottuk, és 50 pl desztillalt vizben oldottuk fel.
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A modositott pBluescript KS (+) plazmid a multiklonoz6é helyben talalhato Bglll
hasitohely meglétében kiilonbozik az eredeti plazmidtdl. Ezen mddositasra azért volt sziikség,
mert igy az amplikon egyik végén Bglll, masik végén Kpnl hasitohellyel rendelkezett, ezért
kettés emésztést kovetden inszertdlhatd a modositott plazmidba. Az emlitett enzimekkel
megemésztettiik az amplikont, a 762 bp hosszasaga terméket agaréz gélbdl (1 v/g% agarodz,
500 ng/ml etidium-bromid, TEB pufferben) izolaltuk Gel Extraction Kit
(Geneaid) segitségével. Hasonldan jartunk el a moédositott plazmid emésztése soran is. A
vektor DNS-t emésztés utan CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) foszfatazzal (0,1 U/ul
végkoncentracio, 50°C-on 5 perces inkubacid) defoszforilaltuk, majd 65°C-on 15 percen at
tartd hoinaktivacid utdn gélbdl tisztitottuk a fentebb leirtaknak megfelelden. Az emésztett
amplikont T4 ligaz segitségével klonoztuk a vektorba, majd transzformaciodig jégen hiitottik
a terméket, melynek 5 pl-ével DH5a sejteket transzformaltunk a 3.2.2. pontban leirtaknak
megfeleléen. A masnapra felnétt telepek koziil néhanyat folyékony YTB taptalajba oltottunk
at, majd egy éjszakas inkubaciot kovetden High Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) segitségével

izolaltunk bel6liik plazmidot, és Bglll/Kpnl kettds tesztemésztéssel ellendriztiik 6ket.

A HA4r-t tartalmazé plazmid oldatat kettévalasztva kétféle PCR-t mértiink 6ssze, melyben
az egyik esetben a H4r 1. exon 5” -, masik esetben a 2. exon 3’-végéhez inszertaltuk ugyanazon
Flag epitop taget kddold6 DNS-t. Az inszerciohoz Q5 polimerazzal végeztiink PCR-t, melyhez
olyan primereket terveztiink, melyek tartalmaztak a 3xFlag taget kodold szekvenciat (N-
terminalis jeloléshez: H4r NFLAG Forward és Reverz, C-terminalis jeloléshez: H4r CFLAG
Forward és Reverz, lasd Fiiggelék). A PCR-t az alabbi beallitasokkal inditottuk el:

1. Iniciélis denaturacio: 98°C 2 perc

2. Denaturacio6: 98°C 30 masodperc ]

3. Annealing: 62°C 30 masodperc [ 5X
4. Elongécio: 72°C 3,75 perc ]

6. Denaturaci6: 98°C 30 masodperc ]

7. Annealing: 71°C 30 masodperc 30X
8. Elongacio: 72°C 3,75 perc

10. Terminalis elongécio: 72°C 5 perc

11. Hatés, tarolas: 4°C
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Az PCR-termékekhez 2,5-szeres mennyiségli 96%-os etanolt és 0,1-szeres térfogatnyi
3M pH 5,2 Na-acetat oldatot mértiink, majd vortexszel valdo keverés utan folyékony
nitrogénben fagyasztottuk le. Kiolvasztas utan 5 percen at 13000 rpm-en centrifugaltuk, majd
a felliluszo eltavolitasa utan 70%-0s etanolt adtunk a csapadékhoz, a PCR-termék eredeti
térfogatanak 3- szoros mennyiségében. Ujabb 5 perces, 13000 rpm-en tortént centrifugalast
kovetden a feliiliszot eltavolitottuk, a csapadékot beszaritottuk, és 50 pl desztillalt vizben
oldottuk fel.

A tisztitott amplikonokat Clal endonukleazzal emésztettiik, majd a termékeket
PCR Extraction Kit (Geneaid) segitségével tisztitottuk ki, és a Clal altal létrehozott
ragados végeiket ligalva Gjabb cirkularis plazmidokat hoztunk bel6liik 1étre. A plazmidokkal
DH5a sejteket transzformaltunk, a transzformacio minden tekintetben megegyezett a 3.2.2.
fejezetben leirtakkal. A masnapra felnétt telepek koziil néhanyat folyékony YTB taptalajba
oltottunk at, majd egy ¢&jszakas inkubaciot kovetéen High Speed Plasmid Mini Kit
(Geneaid) segitségével izolaltunk beldliik plazmidot.

A Sanger-szekvenalas alapjan megfelelé szekvencidaval rendelkezd plazmidokat és a
vektorként szolgalo kiterjesztett genomi régidt tartalmazo plazmidot Hpal és Bglll enzimekkel
emésztettiik meg, majd agardz gélen futtattuk meg. A jelolt H4r génjét tartalmazo plazmidok
esetében a kisebb méretli (763 bp), a vektorként szolgdlo plazmid esetében a nagyobb
(6108 bp) fragmentet izolaltuk a gélb6l Gel Extraction Kit (Geneaid) segitségével. A vektor
DNS-t ezutan CIAP foszfataz segitségével defoszforilaltuk, ezt kovetden a vektor és inszert
DNS-ek ligalasat végeztiik T4 ligaz segitségével. A ligitumok 5-5 pl-ével DHSa sejteket
transzformaltunk a 3.2.2. pontban leirtaknak megfelelden. A masnapra felnétt telepek koziil
néhanyat folyékony YTB taptalajba oltottunk at, majd egy éjszakas inkubaciot kovetéen High
Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) segitségével izolaltunk bel6liik plazmidot, és Hpal/BglIl

ketto tesztemésztéssel ellendriztiik Oket.
3.2.7. PAM-szekvenciak mutacioja

Annak érdekében, hogy a Cas9 fehérje a homoldog DNS-t tartalmazo6 plazmidot ne hasitsa el,
csak a targetalt genomi DNS-t, a guide-RNS-eket kovetd Protospacer adjacent motif (PAM)
szekvencidkban pontmutéaciokat kellett l1étrehoznunk. Mivel ezt a klonozasi 1épést azt kdvetden
végeztiik el, hogy a guide-RNS-eket expresszald transzgenikus vonalakat létrehoztuk, és a

guide-RNS parok hatékonysagat teszteltiik (lasd 3.2.4. fejezet), csak a gRNS1-hez és gRNSS5-
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hoz tartoz6 PAM-szekvenciakban hoztunk 1étre mutaciokat a taggelt H4r-t kddolo gént hordozo

plazmidokon.

A 3xFlag-taggel fuzionalt H4r-t hordozo plazmidok segitségével két 0j szubklon plazmidot
allitottunk el6 a modositott H4r gén és a tdle upstream 265 bp és downstream 430 bp kozotti
szekvenciak klonozasaval, melyet a Sacll és Pstl enzimekkel hajtottunk végre. Ehhez a taggelt
H4r-t hordozo6 plazmidokat és pBluescript KS (+) plazmidot emésztettiik meg a fent emlitett
enzimek segitségével, majd a 1617 bp hossztsagt, Flag-taggelt H4r-t tartalmazo fragmenteket
és a 2917 bp hosszusagti vektor DNS-t agaroz gélbdl izolalassal tisztitottuk Favorgen
FavorPrep GEL/PCR Extraction or Purification DNA fragments Mini Kit felhasznalasaval. A
kétféle inszert és a vektor ligalasat T4 ligazzal végeztiik, majd a ligitumok 5-5 ul-ével 2T1
sejteket transzformaltunk. A masnapra felnétt telepek koziil néhanyat folyékony YTB
taptalajba oltottunk at, majd egy éjszakas inkubaciot kovetéen High Speed Plasmid Mini Kit
(Geneaid) segitségével izolaltunk beldliik plazmidot.

A kapott szubklonokon a PAM szekvenciakat szekvencia- és ligalasfiiggetlen klonozassal
(SLIC) (48) mutaltattuk, melyhez a mutans PAM szekvencidkkal korilvett H4r gén

crcr

tablazat), Q5 polimeraz felhasznélasaval végeztik.

A mutans PAM-szekvenciak altal hatarolt plazmidszekvenciakat a PAM1plasmid Forward

¢és a PAM2plasmid Reverz primerekkel (lasd Fiiggelék 1. tablazat) amplifikaltuk.

Az inszertek és vektoraik SLIC reakcioval torténd sszekapcesolasahoz T4 DNS polimerazt
hasznéltunk, az igy kapott plazmidokkal 2T1 sejteket transzformaltunk. A mésnapra felndtt
telepek koziil néhanyat folyékony YTB taptalajba oltottunk at, majd egy éjszakas inkubaciot
kovetéen High Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) segitségével izolaltunk bel6liik plazmidot.
A Sacll/Pstl kettds tesztemésztés alapjan megfeleldnek bizonyult plazmidokat hasznaltuk fel

dsRed marker gén inszerciojahoz.
3.2.8. dsRed marker gén inszercidja a transzgenikus allatok azonositasahoz

A (pHD-dsRed plazmidbol szarmazd) loxP-dsRed-loxP szekvenciat a végek T4
polimeréazzal vald feltdltése utan a plazmidok Ndel felismerd szekvenciajahoz klénoztuk. A

modositott H4r gént és a loxP szekvenciakkal kortilvett dsRed marker gént Sacl és Pstl enzimek
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segitségével klonoztuk vissza a donor plazmidokba. Injektalas el6tt a taggelt H4r-t hordozo

plazmidok szekvenciajat Sanger-szekvenalassal is leellendriztiik.

A klénozasi sémat a 6. abra mutatja be:

30



(p1wze|d sy 1duogan)gd)
0139, |Woua8 13912534331y B S |aUUDB 4 ew ‘[988e1 S||eUIWIR)-N JFH

988/9)  dXO| PRYsp gxo| ¥in.e IpH 9Y4 HINn,S jund

| o s o m—

(plwze|d gy 1duogan|gd)
o13a. [woual 1181zsalia11y e 2 [puuad Jay ew ‘[933e] sijpuIwie]-) JpH

988£90  dXO] paysp dx0 dINn.E OSYd IPH 41n.s und

e {4 e

VAN

(uoptgnzs s duosan)gd)

e[01019z5U] U8 JBL PIYSP 3|OIBIRY [B}[E JEIDUIAYIZS gXO| (uopignzs $3 3d11asan)gd)

e[0124925U1 U3 Ja3JeW PaYSP 1 0eIeY [E1[E YEIIUIAYSZS dXO|

988490 dX0| paysp dXol HLNE vH 9v1441N.S 988/9)  dXO| paysp dxo| YIN.E Ov14 IpH NS
IpH ov1ld ¥IN,S din.ge ovid IPH Hin.s
(uppignzs sy 3diosan|gd) (uopgnzs sy 3duasan|gd)

eJES|[BUIWIR1-N YPWI23U98 opozday e aspyda ey Sey elesijeulwl-) yawisiuzs opozdsy e os9yjds Sel Sej4

31

[B]D

R

ding IpH din.s

e -
QN

(uo

e
N\

Alﬂ A
O by NS

ain.e

18D,
| &e/d

yqnzs s 1duagan|gd) 101824 ozoAjeqezs so usd spH

dln.g 4PH uLn.s

j—" -

(prwzeyd sy 1duasan|gd) o182 lwouad 1193zsalia1y JpH
988/9) yIn.g IpH d1n.s Jund
llt”l'

\4



Hpal H4r Bglll
— B | l )1
Homoldgia kar 1: 1,5kb
gRNS1 gRNS Homoldgia kar 2: 1,5kb
Hpal Hdr Bglll
: 3xFlag| [ 1 A dsRed f >
Homoldgia kar 1: 1,5kb Homoldégia kar 2: 1,5kb
gRNs1 gRNS2

8. abra. A 3xFlag-H4r-t expresszalo transzgenikus Drosophila vonal 1étrehozasanak 1épései. A: A 3xFlag-
H4r gént és dsRed marker gént kodolé szekvenciak pBluescript KS (+) plazmidba klonozasanak 1épései (az
abran csak a plazmidba klonozott inszertek vannak feltintetve). A kiterjesztett genomi régio (mely tartalmazza az
upstream és downstream 1,5 kb hosszusagu homoldgia karokat) plazmidba klonozasa utan csak a H4r gént
tartalmazo kisebb plazmidot (szubklont) hoztuk 1étre, melyet olyan primerek segitségével amplifikalhattunk fol
PCR-rel, melyek tartalmaztak a 3xFlag taget kodold szekvenciat. Mivel mindkét primer tartalmazott Clal
hasitohelyet, a PCR terméket cirkularizalni lehetett ezzel az enzimmel torténé emésztéssel és a két vég ligalasaval.
Az igy létrehozott plazmidba a taggelt H4r géntél downstream inszertaltuk a loxP rekombinicios helyekkel
hatarolt dsRed markergént, mely a plazmid segitségével létrehozott transzgenikus allatok azonositasat tette
lehetévé. A 3xFlag-H4r, loxP-dsRed-loxP ill. H4r-3xFlag, loxP-dsRed-loxP szekvenciat végiil visszaklonoztuk a
kiterjesztett genomi régiot tartalmazo plazmidba. B: Az endogén H4r gén epitop-taggelése és a marker gén
inszercioja CRISPR/Cas9 rendszer segitségével. A taggelt H4r-t kodold gént, a dsRed marker gént és a
homolodgia karokat hordozo plazmidokat PAM-szekvenciak elrontdsa utan olyan embriokba injektaltattuk,
melyekben a H4r génnél CRISPR/Cas9 rendszer segitségével kett6sszala DNS torések jottek 1étre. A beinjektalt
donor plazmid szolgalt a DNS-t6rés homoldg rekombinacioval torténd helyreallitasa soran templatként. Az abra
csak az N-terminalis epitop taggelést mutatja be, de a C-terminalis taggelés is ugyanigy zajlott, C-terminalison

taggelt H4r-t kodolo gént tartalmazo plazmid felhasznalasaval.

3.2.9. Injektalas és transzgenikus Drosophila torzsek alapitasa

A 3xFlag-jelolt H4r-t és dsRed markert expresszaléd transzgenikus vonal 1étrehozasahoz a
donor plazmidokat QIAGEN Plasmid Midi Kit segitségével tisztitottuk a gyartoi protokollt
kovetve, majd a plazmidokat tartalmazo csapadékot injektalo pufferben oldottuk fel. Az
500 ng/ul koncentraciora beallitott plazmid DNS-t az SZBK Drosophila Injektal6 laborjaban a

P{guide—RNAl1—guide—RNA5}attP40
CyO0

3 y2cho&vy; X y*M{Act5C-Cas9.P}ZH-2A w ¥
(Bloomington Drosophila Stock Center #54590) keresztezésbél szarmazd embriokba
injektaltak. A transzgenikus allatokat dsRed expresszid alapjan azonositottuk az injektalt
legyek w; TM3 Sb/TM6 Hu, Tb egyedekkel torténd keresztezésbdl szarmazd utddaiban, a

géncserét Sanger-szekvenalassal is megerdsitettiik.
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A H4r funkcionalis vizsgalatat célzo kisérletekhez az N-terminalison jeldlt H4r-t expresszald
transzgenikus vonalat alkalmaztuk, ugyanis a C-terminalison jelolt H4r-t expresszald vonal
ismertlen okbdl csak balanszer kromoszoméval heterozigota forméban volt életképes,
homozigo6ta formaban nem. Az N-terminalison taggelt H4r-t kifejez6 allatok nem mutattak
semmilyen eltérést a vad tipust allatokhoz képest. A dsRed gént, amelynek terméke jelentds
hatteret adott a szamar anti-patkany Alexa Fluor 555 (Ab150074) masodlagos ellenanyaggal
festett mintakban, a loxP helyek kozti Cre-medialt rekombinacidoval {itottiik ki a larva agyak

hattérmentes immunfestésének megvalosithatosdgahoz, az alabbi keresztezési séma szerint:

ts. {flp—Iscel}sco %. Sp_. TM3,5b" Ser?!
P d pn=, Cyo(Cre) X W= cyo’ CxD g
F1 3 w*; L * X w*; 3xFlag-H4r, loxP-dsRed-loxP ¢

' Cyo(Cre)’ TM3,5b! Sert

—

+ 3xFlag—HA4r,loxP—dsRed—loxP . Sp _ TM3,Sb! Ser!
F2 3 *w; ; =4 : X W oo
Cyo(Cre) TM3,5b1 Ser Ccyo CxD
+ . 3xFlag—H4r . + . 3xFlag—H4r
F3  dwr— oI X ows =y
Sp’ TM3,Sb1 Ser? Cy0’ TM3,Sb1 Ser

l

.S5p.
F4 w*; 0 3xFlag-H4r $

Annak megallapitdsdhoz, hogy a H4r expresszidja kothetd-e specifikus sejtekhez a larva

Sp .

* -
agyban, a w*; &0

3xFlag-H4r legyeket tovabb kereszteztiik. Olyan utddok létrehozasa volt a

cél, melyekben a kiilonb6z6 neurontipusok sejtmagjai GFP expresszio alapjan azonosithatok, a
H4r expresszidjaval igy kolokalizacio vizsgalhat6. Ehhez a Fliggelékben leirt keresztezési séma

keresztezéseit hajtottuk végre.
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3.3. Immunbhisztokémia és mikroszkopia

A larva és a felnott agyakat, valamint a petefészkeket és heréket Ringer-oldatban boncoltuk
ki, majd 4% formaldehidet tartalmazo PBS-ben (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM
Na:HPOg; 1,8 mM KH2PO4) fixaltuk 20 percig forgatva szobahdmérsékleten. A fixalo oldat
eltavolitasa utan a mintakat haromszor 5 percig szobahdmérsékleten mostuk PBT-ben (0,1%
Triton-X-100 PBS-ben oldva), majd PBT-N-ben (0,1% Triton-X-100, 1% BSA és 5% FBS
PBS-ben oldva) blokkoltuk szobahémérsékleten 1 6ran keresztiil. A mintakat egy éjszakan at
elsédleges antitesteket tartalmazd PBTN-ben inkubaltuk, majd haromszor mostam PBT-ben
szobahémérsékleten 10 percig, majd masodlagos antitesteket és DAPI-t tartalmazo PBTN-ben
inkubaltuk 1 6ran at szobahémérsékleten. Tovabbi harom 10 perces PBT-vel torténd mosas
utan a mintakat mikroszkop targylemezre helyeztiik, és Fluoromount-G-ben (Invitrogen) fedtiik
le.

Immunfestéshez hasznalt antitestek: egér monoklonalis a-Flag (Sigma M2) 1 pg/ml
koncentracioban; nyul poliklonalis a-H4 (Ab10158) 5 ug/ml koncentracioban; patkany a-vasa
(DSHB) 2 pg/ml koncentracioban; nyul poliklonalis a-GFP (A-6455) 1:500 higitasban; kecske
poliklonalis anti-egér Alexa Fluor 488 (Ab150113) 3,33 pg/ml koncentracidban; szamar
poliklonalis anti-nyal Alexa Fluor 555 (Ab150074) 3,33 pg/ml koncentracidoban; szamar
poliklonalis anti-patkany Alexa Fluor 555 (A-48270) 3,33 ug/ml koncentracioban; DAPI

2 ug/ml koncentracidban.

A csak a-Flag antitesttel és DAPI-val festett larva és feln6tt agyat, valamint a petefészket és
heréket Spinning disc konfokalis mikroszkoppal (Visitron spinning disk konfokalis mikroszkop
Yokogawa CSU-W1 egységgel és Andor Zyla 4.2 PLUS sCMOS kameraval) vizualizaltuk 20x
nagyitdsban sziraz objektiv haszndlataval (NA:0,45), a kiilonb6zd csatornakkal készitett
képekbdl Osszetett képeket Image] szoftverrel készitettik el. Az o-Flag-gel, a-GFP
antitestekkel és DAPI-val festett embriokat és larva agyakat Leica SP5 AOBS konfokalis
lézeres pasztazo mikroszkoppal, 20x szaraz (NA:0,7) objektivvel vettiik fel, a kompozit képek

létrehozasat és kolokalizacios arany szamlalast az ImageJ szoftverrel végeztiik.
3.4. Immunprecipitacio és western blot

Annak ellendrzését, hogy az N-termindlis tag nem gatolja-e a H4r N-termindlis poszt-
transzlaciés modositasainak végbemenetelét, H4K5ac (ab51997) ellenanyaggal ellendriztiik.

Mivel kiilonb6z6 stadiumu allatok €s szervek esetén mindig azt tapasztaltuk, hogy a kanonikus
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H4 jele a western blot soran elnyomja az epitop tag miatt 2 kDa-nal nagyobb H4r jelét,
immunprecipitaciot végeztiink Flag-taggelt H4r-t expresszalo larva agyak mintain H4K5ac-
specifikus ellenanyaggal, majd a-Flag ellenanyaggal mutattuk ki a mintak H4rK5ac-tartalmat.
A 3xFlag-H4r-t expresszalo allatokbol illetve a negativ kontrollként szolgaldé OregonR
allatokbol 15-15 larva agyat 30 ul Dounce bufferben (50 mM HEPES pH 7.5; 150 mM NaCl;
10% glicerin; 1 mM EDTA,; 1,5 mM MgCly; 1% Triton X-100; 1 mM DTT; 1mM PMSF; 1x
PIC (Roche)) homogenizaltunk, majd 4°C-ra elohiitott centrifugdban maximalis
fordulatszdmon iilepitettiik a mintdkat 2 percig. A feliiliszot tiszta Eppendorf-csébe vittiik at,
majd a koncentracio-kiilonbségeket Bradford reagenssel torténd mérést kovetéen Dounce-
bufferrel egyenlitettiik ki. Ezt kdvetden 10 pl mintat félretettiink total extrakt kontrollnak, 10
ul 2x SDS loading puffer hozzaadasa utan 98°C-on 10 percig forraltuk. Dynabeads Sheep-Anti
Rabbit IgG (SAR) mintanként 30 ul-ét tiszta Eppendorf-csébe mértiik ki, magneses allvannyal
letilepitettiik a gyongyoket, eltavolitottuk roluk a sajat pufferiiket, majd 350 ul IP-pufferrel (50
mM HEPES pH 7.5; 150 mM NaCl; 10% glicerin; 1 mM EDTA; 1,5 mM MgCly; 1x PIC
(Roche)) mostuk 6ket, majd a mintakat adtuk hozzajuk (pre-cleaning). 2 o6ras, 4°C-on,
forgatassal torténd inkubécio utan a gyongyoket magneses allvany segitségével kiiilepitettiik, a
feliiltszot tiszta Eppendorf-csévekbe vittiik at, majd hozzaadtunk 1-1 ug H4KS5ac-specifikus
ellenanyagot. 4°C-on egész ¢jszakan at forgatva inkubaltuk, majd masnap minden mintdhoz 30
ul SAR-gyongyot adtunk, melyekkel 2 6rén at inkubaltuk 4°C-on forgatva. Az inkubacios id6
letelte utan a gyongydket magneses allvannyal iilepitettiik, a feliiliszokat eltavolitottuk, a
gyongyoket pedig négyszer 10 percig mostuk 200 ul IP-pufferrel. Az utols6 mosas utan a
gyongyoket 40 ul 2x SDS loading pufferben forraltuk 98°C-on 10 percig.

Annak megallapitasahoz, hogy a zigotikus genomaktivacio el6tt alld, korai embriok milyen
mennyiségli anyai eredetii H4r-t tartalmaznak, a w; 3xFlag-H4r allatokat w; 3xFlag-BigH1

3xFlag—H4r,BigH1[wt .,
g g _[ ] heterozigota
H4r[wt],3xFlag—BigH1

genotipusu allatokkal (24) kereszteztiik, az igy kapott w;

ndstény utddok w''® himekkel valé tovabb keresztezésével kapott embriokbol pedig az alabbi

protokoll (49) szerint izolaltunk fehérjét:

10 mg 0-1 oras embriot A/1 pufferben (0,23 M szachardz; 15 mM Tris-HCI pH 7.5;
60 mM KCI; 15 mM NaCl; 0,15 mM spermin; 0,5 mM spermidin; 0,2 mM PMSF; 14 mM
merkaptoetanol; 0,25 mM MgClz) homogenizaltuk, majd a mintdkat 4 °C-ra el6hiitott
centrifugaban 3300 g gyorsulassal centrifugaltuk 15 percig. A feliiluszot, mely a szolubilis

fehérjéket tartalmazta, tiszta Eppendorf csdbe vittiik at. A csapadékot, mely a kromatinkotott
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fehérjéket tartalmazta, egyszer mostuk A/1 pufferrel, majd egyszer A/2 pufferrel (15 mM Tris-
HCI pH 7.5; 60 mM KCI; 15 mM NaCl; 0,15 mM spermin; 0,5 mM spermidin; 0,2 mM PMSF,;
14 mM merkaptoetanol; 0,25 mM MgCl,). Mosas utan a csapadékot A/2 pufferben oldottuk
vissza, majd 10 percig forraltuk azonos térfogata 2x SDS minta puffer hozzaadasa utan.

Adult fejekbdl teljes fehérjekivonatok elkészitéséhez 15 felnott fejet homogenizaltunk RIPA
pufferben (150 mM NacCl; 0,1% SDS; 0,5% Na-DOC; 0,01% Triton-X-100; 1x PIC; 25 mM
Tris-HCI pH 7,5) (4 pl/fej), majd jégen inkubaltuk 30 percig. Az inkubacids id6 végén a
mintdkat 10 percig 13000 rpm fordulatszammal centrifugéltuk, és a feliiluszokat tiszta
Eppendorf-csovekbe vittilk at. A csapadékokat ujra felszuszpendaltuk a feliiluszok
mennyiségével megegyezé mennyiségi tiszta RIPA pufferben, és az oldhato fehérjéket
tartalmazé feliiluszokat, valamint a kromatinhoz kotott fehérjéket tartalmazo reszuszpendalt

csapadékokat 10 percig forraltuk 98°C-on SDS loading-pufferrel.

A fehérjék szeparacidjat Tricin-SDS-PAGE segitségével végeztiik (50). Blottolas elétt a
membranokat 15 masodpercig metanolban, majd 2 percig desztillalt vizben, végiil minimum 3
percig transzfer pufferben (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM glicin; 20% metanol) mostuk.
Blottolas utan a membranokat 5% zsirmentes tejport tartalmaz6é TBST-ben (10 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,05% Tween-20) blokkoltuk 1 6ran at szobahémérsékleten, majd a
membranokat 0,02% BSA-t és az clsddleges antitesteket megfeleld higitasban tartalmazé
TBST-ben inkubaltuk 4°C -on egy éjszakan at. Miutan a BSA ¢és els6dleges ellenanyag-tartalmu
TBST-t eltavolitottuk, a membranokat négyszer mostuk TBST-ben 10 percig, majd 0,02%
BSA-t és a masodlagos antitesteket megfeleld higitasban tartalmazo TBST-ben inkubaltuk 1
Oran at szobahémérsékleten. Négyszeri 10 perces mosassal TBST-ben torténé mosast kdvetden
a membranokat tizszeresére higitott ECL reagensben (Millipore) inkubaltuk
szobahdmérsékleten 5 percig, majd Li-Cor C-DiGit szkennerrel hivtuk el6, a jelek intenzitasat
ImageJ szoftverrel szamszerisitettiik. A statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8.0.1
segitségével végeztiik, egyiranytit ANOVA-t kovetd paros tobbszords dsszehasonlitas Tukey-

teszttel.

Western blothoz a kovetkezo ellenanyagokat hasznaltam: egér monoklonalis a-Flag (Sigma
M2) 0,2 pg/ml koncentraciéban; nytl poliklonalis a-H4 (ab10158) 1 pg/ml koncentracioban;
nyul monoklonalis a-H4K5ac (ab51997) 1 pg/ml koncentracidoban; nytl poliklonalis anti-
egér/HRP (Dako, P0260) 1:10000 higitasban, kecske poliklonalis anti-nytal/HRP (Dako,
P0448) 1:10000 higitasban.
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3.5. RNS-izolalas és RT-gPCR

RNS-t adult fejekbdl NE pufferben (15 mM HEPES pH 7,6; 10 mM KCI; 5 mM MgCI2; 0,1
mM EDTA; 0,5 mM EGTA,; 350 mM szacharoz; 0,1 % Tween 20; 1 mM DTT; 1x PIC
(Proteinaz Inhibitor koktél, Roche), 2,8 ul/fej) torténd homogenizalas utan vontunk ki. Az

extrakciot TRIzol Reagent (Thermo) alkalmazasaval végeztiik, az alabbi protokoll szerint:

50 ul mintahoz 10x térfogatnyi TRIzolt adtunk, majd vortexelést kovetden
szobahdmérséekleten inkubaltuk 5 percig. Az inkubacids 1d6 letelte utan 12000 g gyorsuléssal
centrifugaltuk 4°C-ra el6hiitott centrifugdban 10 percig, majd a feliiluszot tiszta Eppendorf-
csObe vittiik at, €s ujabb 5 percig inkubaltuk szobahdmérsekleten. 100 pl kloroform hozzaadéasa
utan 15 masodpercig vortexeltik magas fokozaton, majd 3 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten. Ezutan 12000 g gyorsulassal centrifugaltuk 4°C-on 15 percig, a feliiltiszo
400 pl-ét tiszta Eppendorf-csébe helyeztiik, 2 nug glikogént és 250 pl izopropanolt adtunk
hozza, majd az RNS-t 10 percig tart6 szobahdmérsékleten valo inkubalassal csaptuk Ki. Ezutan
12000 g gyorsulassal centrifugaltuk 4°C-ra el6hiitott centrifugdban 10 percig, majd
eltavolitottuk a feliiluszot, a csapadékot pedig 750 ul 75% etanollal mostuk, majd 7500 g
gyorsulassal centrifugaltuk 4°C-on 5 percig, a végén a feliiliszot eltavolitottuk. Az etanolos
mosast megismételtilk, majd a csapadékot beszaritottuk, és 20 ul nukledzmentes desztillalt
vizben oldottuk vissza. Az oldodast 55°C-on 10 percig torténd inkubacidval segitettiik eld. Az
RNS mintak koncentracidjat és tisztasagat Nanodroppal ellendriztiik, majd mintanként 500 ng

RNS-bdl készitettiink cCDNS-t.

Embridkbol ugyanezen protokoll alapjan tisztitottunk RNS-t, az alabbi valtoztatasokkal:
10 mg embriot 150 ul TRIzolban homogenizéltunk, majd 40 pl nukleazmentes vizzel higitottuk,

¢s vortexeltiik. Ezt kovetden a mintakat a fent leirt modon preparaltuk.

CDNS-készitéshez a tisztitott RNS-mintak DNS-szennyez6dését DNasel-gyel (Thermo)
tavolitottuk el, majd reverz transzkripciot végeztiink TagMan Reverse Transcription Reagents
(Invitrogen) segitségével. A gPCR-t Promega GoTag gPCR Master Mix (Thermo)
hasznalataval végeztilk. A qQPCR-hez hasznalt primereket a Fiiggelék 1. tablazata tartalmazza.
A statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8.0.1 segitségével végeztiik, egyiranya ANOVA-t

kovetd paros tobbszords Osszehasonlitas Sidak-teszttel.
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3.6. Kromatin-immunprecipitacio és szekvenalas

Annak vizsgélatdhoz, hogy a H4r lokalizacidja a genomon kanonikus vagy alternativ hiszton
jellegzetességeket mutat-e, valamint milyen mértékii a kolokalizacidja a H3-varians H3.3-mal,
standard korilmények kozott nevelt 1-5 napos kifejlett allatok fejein végeztiink kromatin-
immunprecipitaciot és szekvenalast (ChIP-seq). A H4r altal kotott DNS precipitacidjahoz o-
Flag (Sigma M2), az 0Osszes nukleoszomalis DNS precipitacidjahoz a-H3 (Abl791)
ellenanyagot hasznaltunk. A H3.3 lokalizacidjahoz egy masik Drosophila vonalat hasznaltunk,
amely H3.3-3xFlag-et expresszalt neuronokban, az elav-Gal4-driver iranyitasa alatt. Ezen

allatok az alabbi keresztezésbdl szarmaztak:

4 w; UAS-H3.3-3xFlag X elav-Gal4 3

/\

6\ elav—Gal4, UAS—H3.3—-3xFlag elav—Gal4 K UAS—H3.3—-3xFlag

_delt c ,

+ w +

A H3.3 lokalizaciojat ezen mintadk esetén is a kanonikus H3 kontrollhoz viszonyitottuk,
ehhez ezeken a mintakon is a-Flag és a-H3 ellenanyagokkal végeztiink immunprecipitaciot.
Ezutan megvizsgaltuk, hogy a H4r ¢és H3.3 lokalizacioja hogyan valtozik transzkripcid
aktivacio ill. represszio hatdsara, ezért olyan allatokon ismételtiik meg a kisérletet, amelyeket
20 percig 37°C-os héstressznek tettiink Ki, valamint olyanokon is, amelyeket a 20 perces, 37°C-
os héstresszt kovetden 3 oran at szobahémérsékleten hagytunk regeneralodni. Az igy kapott

mintak jeloléseit az 2. tablazat foglalja 6ssze:
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genotipus
elav—Gal4 K UAS—-H3.3-3xFlag
w; 3xFlag-H4r®Re v iy
C? elav—Gal4 UAS—-H3.3-3xFlag
Y ! +
kezeletlen (kontroll) H4r NK H3.3 NK
&) 37°C 20 perc H4r HS H3.3 HS
3
v
37°C 20 perc, majd 3 6ra
H4r HS+3h H3.3 HS+3h
szobahomérsékleten

2. tablazat: A ChlP-seq kisérlethez felhasznalt mintak roviditései

A kisérletet Schauer és munkatarsai 2013-as cikkében (51) leirtak szerint végeztiik, néhany

modositassal:
3.6.1. Kromatin izolalas adult fejekbol

Mintanként 2500 db egyedet gyijtottiink Ossze, a kezeletlen kontrollokat gytijtés utan
azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben. A t6bbi allatot 37 °C-os, 20 percig tartd
hostressznek vetettiik ala, majd a HS jelolésti mintaul szolgald egyedeket a hdstressz utan
azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, a tobbi egyedet fagyasztas el6tt hagytuk
szobahdmérsékleten regeneralodni 3 oran at. A mintak felhasznalasig -80°C-on voltak tarolva.

A fejeket folyékony nitrogénbe torténd Ujrafagyasztassal majd azt kdvetd vortexeléssel
valasztottuk le a testekrdl, a testrészeket haromrészes szitdn szeparaltuk el egymastol, melyen
a szarnyak és torok a legfels6 részben maradtak, a labak a legalso részbe keriiltek, a fejek pedig
a kozépsoben gyliltek Ossze. Az Osszegylijtott fejeket folyékony nitrogénben morzsoltuk
finomszemcséjli porra mozsarban, majd a port folyamatosan kevertiik 5 percig jégen 7 ml NE
pufferben. Ezutan a mintakat Wheaton-homogenizatorban homogenizaltuk, végig jégen tartva,

majd 100 pl-t lefagyasztottunk és -80°C-on taroltuk RNS-izolalashoz. A mintak tobbi részét

crer

crer
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ezutan két réteg steril Miracloth szrén filtraltuk at, majd a tisztitott oldatot 3500 rpm
fordulatszammal centrifugaltuk 4°C-ra el6hitott centrifugaban 5 percig. Ezutan a Falcon-
csovek aljaban Osszegyllt sejtmagokrol eltavolitottuk a feliiliszot, és reszuszpendaltuk Oket
1 ml RIPA pufferben. Ezutan a mintakat ismét 3500 rpm fordulatszammal centrifugaltuk 4°C-
ra elohiitott centrifugaban 5 percig, majd eltavolitottam a feliiliszot. Ezt megismételtilk még
kétszer, majd a csapadékot 400 pl sejtmag lizis pufferben (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM
EDTA; 1% SDS; 1x PIC) szuszpendaltuk fel, majd 400 ul Dilution bufferrel (10 mM Tris-HCI
pH 8,0; 0,5 mM EGTA pH 8,0; 140 mM NacCl; 1x PIC) higitottuk a kétszeresére, kdzvetleniil
szonikalas el6tt. A szonikalast Bioruptorral végeztiik, a legerdsebb fokozatra allitva, 8x 30
masodperc ON/30 masodperc OFF ciklussal. 80 upl mintdval ellendriztik a mintak
fragmenteloszlasat agar6z gélen, a t6bbi mintat ezalatt -80°C-on taroltuk.

Az izolélt kromatin fragmenteloszlasanak ellendrzéséhez a szennyezddésként jelen 1€vo
RNS eltavolitasahoz a mintakat 20 pg RNaz A-val (Thermo) inkubaltuk 37°C-on 30 percig,
550 rpm fordulatszdmmal rdzatva, majd a keresztkotéseket 65°C-on egy €jszakéan at inkubalva
SDS-t hozzaadasaval bontottuk el a mintak fehérjetartalmat 50°C-on inkubalva 3 6ran at 550
rpm fordulatszammal razatva, majd a DNS-t fenol-kloroform-izoamilalkoholos extrakcidval
tisztitottuk ki a Pacific Biosciences Shared Protocol — Extracting DNA Using Phenol-
Chloroform protokolljat kovetve (52). A tisztitott DNS-t 20 ul TE pufferben (10 mM Tris-HCI
pH 8.0; 1 mM EDTA) vettiik fel, és 0,8%-o0s agar6z gélen futtattuk meg, melynek eredményét
a Fliggelék 2. abraja mutatja be.

Bar a mintakban a legtobb fragment a kivant <500 bp ala esik, még két ciklussal szonikaltuk
Oket immunprecipitacido eldtt, hogy lehetdség szerint 1-2 nukleoszémanyi fragmentekbdl

készithessilink konyvtarat szekvenalashoz.
3.6.2. Kromatin-immunprecipitacio

A szonikalt, tisztitott kromatin koncentracidjat Qubit dSDNA BR Assay Kittel mértiikk meg
a gyarto utasitasait kovetve. A mintak koncentracioit és az alapjan a felhasznalt mennyiséget a

Fliggelék 2. tablazata mutatja be.

A mintakat sejtmag lizis puffer és Dilution buffer 1:1 aranyt keverékével azonos térfogatra
higitottuk, majd csak Dilution bufferbdl az igy kapott térfogat 1,5-szorosét, ,,RIPA for IP”
pufferb6l (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,5 mM EGTA,; 1% Triton X-100;
0,1% Na-DOC; 0,1% SDS; 140 mM NaCl; 1x PIC) a sejtmag lizis puffer és Dilution buffer 1:1
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aranyu keverékével higitott térfogat 2,5-szeresét adtuk hozza. Dynabeads Sheep-Anti Mouse
IgG (SAM) és Dynabeads M-280 Sheep Anti-Rabbit IgG (SAR) (Thermo) magneses gyongyok
50 ul-ét annak sajat pufferének eltavolitasa utan a mintakhoz adtuk, majd 4°C-on forgattuk 2
oran at. Ezutan 2000 rpm fordulatszammal centrifugaltuk 4°C-ra eléhiitott centrifugaban 5

percig, majd a feliiluszokat haromfelé osztottuk:
1. ellenanyagmentes kontroll
2. a-Flag ChiP
3. a-H3 ChIP

A masodlagos ellenanyaggal bevont gyongyok kromatinhoz vald hozzdaddsa még az
els6dleges ellenanyagok hozzaadasa el6tt lehet6vé tette, hogy eltavolitsuk azokat a
fragmenteket, melyek a masodlagos ellenanyagok aspecifikus kotédése révén a szekvenalasra
szant mintakba kerlilnének. A centrifugalas soran a gyongyok az Eppendorf-csovek aljara
keriiltek, igy a feliiliszok tiszta Eppendorf-csovekbe vald atvitele utdn az elsddleges
ellenanyagok mar csak a targetjeikhez kotodhettek: az a-Flag az egyik mintasorozatban a H4r-
hez, a masikban a H3.3-hoz, az a-H3 a kanonikus és varians H3-hoz egyarant. Miutan az
1-1 pg els6dleges ellenanyagot a szétosztott mintakhoz adtuk, 4°C-on forgattam egy éjszakan
at. Masnap 4°C-ra el0hiit6tt centrifugaban centrifugaltuk a mintdkat 13300 rpm fordulatszamon
15 percig, ezalatt ujabb, mintanként 50-50 ul magneses gyongyot mostunk 100-100 pl ,,RIPA
for IP” pufferben. A centrifugalas utan a gyongyoket a megfelelé mintakban reszuszpendaltuk
(SAM Dynabeads — Flag ellenanyagot (Sigma M2); SAR Dynabeads — H3 ellenanyagot
(Ab1791) tartalmaz6 mintakban). Az ellenanyagmentes kontrollokhoz 25 ul SAM és 25 ul SAR
Dynabead-et is adtunk, majd a mintakat 4°C-on forgattuk 4 6ran at. Az inkubacios id6 lejarta
utdn a mintadkat méagneshez allitottuk, az ellenanyagmentes kontrollok feliiluszoit félretettiik
total input kontrollnak. A kitapadt gyongyoket 6tszor 5 percig mostuk 600 ul ,,RIPA for IP”
pufferben forgatva, majd egyszer 5 percig 600 pl LiCl pufferben (0,25 M LiCl; 0,5% NP-40;
0,5% Na-DOC; 1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1x PIC), majd egyszer 5 percig 600 pl,
1x PIC-et tartalmazé 10 mM Tris-HCI pH 8,0 pufterben. Végiil a gyongyoket 100 ul 1x PIC-
et tartalmazo 10 mM Tris-HCI pH 8,0 pufferben reszuszpendaltuk, majd a total input
kontrollok, ellenanyagmentes kontrollok és ChIP-mintak RNS-tartalmat is elbontottuk 2 pg
RNase A-val (Thermo) 37°C-on 1 6ra alatt, majd a keresztkotéseket felbontottuk 65°C-on egy

¢éjszakan at 550 rpm fordulatszamon torténd razatassal. Ezutan az ellenanyagokat és a mintak
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fehérjéit Proteinaz K-val bontottuk le (lasd 3.6.1. fejezet), majd a precipitalt kromatint fenol-

kloroform-izoamilalkoholos extrakcioval tisztitottuk Ki:

A mintakat egységesen 200 ul végtérfogatra higitottuk TE puffer hozzaadasaval, majd
100 ul fenolt és 100 ul kloroform:izoamilalkoholt (24:1) adtunk hozzajuk. Ezt 2 perc vortexelés
kovette Biosan Multispinen az alabbi beallitasokkal: vortexelés magas fokozaton 2000 rpm-en
20 masodpercig, majd centrifugdlds 2 masodpercig, dsszesen 5 ciklusban. A mintédkat ezutan
13300 rpm fordulatszdmmal centrifugaltuk szobahdmérsékleten 10 percig, majd a feliiliszobol
2x80 ul-t j Eppendorf-csébe vittiik at. Az also fazist 160 pl TE pufferrel higitottuk, Biosan
Multispinen 6sszekevertiik a fent leirt beallitasokkal, majd 0jra centrifugaltuk 13300 rpm
fordulatszdmmal 10 percig. A feliiluszo 2x80 ul-ét az el6z6 centrifugélas utan félretett 160 pl
feliiliszohoz adtuk, majd 160 ul fenol és 160 ul kloroform:izoamilalkohol (24:1) hozzaadasa
utan megismételtiik az extrakciot. A kétszeresen tisztitott feliiliszo 300 pl-ét 0 Eppendorf-
csObe helyeztiik, és 300 pl kloroform:izoamilalkohollal (24:1) is Ujra tisztitottuk a fent leirtak
szerint. Az utolso centrifugalas utan maradt feliiluszobol 230 ul-t vittiink at (j Eppendorf-csébe,
¢s 23 ul 3 M Na-Ac pH 5,2 és 1,5 pl 20 mg/ml glikogén (G1767) hozzdadasa utan 1 ml 100%
etanollal csaptuk ki a DNS-t -20°C-on inkubalva egy éjszakan at. Masnap 13300 rpm
fordulatszdmmal centrifugaltuk 4°C-ra el6hiitott centrifugaban 15 percig, a feliiluszot
eltavolitottuk, a csapadékot 70% etanollal mostuk, majd centrifugaltuk 13300 rpm
fordulatszammal 4°C-on 10 percig. A feliilusz6 eltavolitasa utdn a csapadékot beszaritottuk,

majd 30 ul 10 mM Tris-HCI pH 8,0 pufferben oldottuk vissza.

A o-Flag ellenanyag megbizhatdsaganak ellendrzéséhez w!!!®

allatok fejeibdl izolalt
kromatinon is immunprecipitaciot végeztiink, majd a Flag-taggelt H4r-t ill. H3.3-at expresszalo
allatokbol szarmazo mintakkal (beleértve az ellenanyagmentes kontrollokat is) ChIP-gPCR
segitségével hasonitottuk Ossze, melyekhez a Fiiggelék 1. tablazataban feltiintetett Hsp-
génekre, valamint Gadl, IND géneken illetve F20 és F22 heterokromatikus régiokra specifikus
primereket hasznaltunk. Az a-Flag hasznalata nem eredményezett szamottevo

1118 4llatok esetén, valamint az ellenanyagmentes kontrollok sem

immunprecipitalt DNS-t a w
tartalmaztak szamottevé immunprecipitalt DNS-t, igy az o-Flag (és az ellenanyagmentes
kontrollok alapjan az a-H3) ellenanyag kelléen megbizhatonak bizonyult a ChIP-seq

kisérletekhez.
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3.6.3. ChlIP-seq konyvtarkészités és szekvenalas

A konyvtarkészitést NEBNext Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Ilumina kittel
valositottuk meg, a gyartoi utasitasokat kovetve. Ehhez Qubit dSDNA BR Assay Kittel
megmértilk a mintdk koncentracioit, melyet a Fiiggelék 2. tdblazata mutat be a felhasznalt
mennyiségekkel egyiitt. A szekvenalas MiSeq Reagent Kit v3 hasznalataval tortént, szintén a

gyartoi protokollt kdvetve.
3.6.4. Bioinformatika és statisztika

A leolvasasok rossz mindségii végeit Trim Galore szoftverrel tavolitottuk el (0.6.6.) (53) és
a jo mindségli readeket a Drosophila melanogaster (dm6) genomjahoz illesztettilk Bowtie2
(2.4.2) szoftverrel (54). A feketelistas szekvenciakat — melyek az ujgeneracids szekvenalas
jellegébdl adodoan adnak magas jelet, nem pedig a mintak valodi tartalmat tiikrozik (55) - a
BAM Filter Galaxy version 0.5.9 szoftverrel (56) tavolitottuk el. A mintakat Gsszehasonlito
korrelaciés matrixok a multiBamSummary Galaxy Version 3.3.2.0..0 szoftver segitségével
késziiltek (57), a diagramok és Spearman-korrelacié szamitas a plotCorrelation Galaxy
3.3.2.0.0 verzigjaval valosultak meg (57). A peak-callingot a megsziirt BAM fajlokon hajtottuk
végre a MACS2 callpeak Galaxy 2.1.1.20160309.6 verziojanak segitségével (58,59), a csucsok
annotacioja a ChlPseeker Galaxy 1.18.0+galaxyl szoftverrel tortént (60). A kiilonb6z6 mintak
kozotti  kiilonbségeket a  MACS2  bdgdiff Galaxy 2.1.1.20160309.1 verzidjaval
szamszerisitettiik (58,59). Mivel a total input kontrollok nem lettek megszekvenalva, a varians
hisztonok csucsait és leolvasasait azok H3-ra normalizalt értékeivel hasonlitottuk Gssze. A
leolvasasok ¢és csticsok génekhez ¢és FlyBase azonositokhoz rendelése a Drosophila
melanogaster BDGP6.28.101 genomannotacié felhasznalasaval tortént. Az egyes genomi
régiokra eso leolvasasok szamat a BedCov Galaxy 2.0.2 verzidjaval (61) hataroztuk meg, és
azokat a kovetkez6 képlet szerint normalizaltuk: az adott régidban 1év6 leolvasasok szama egy
adott mintaban / adott minta Gsszes leolvasasanak szama. Az egyes génekre esé leolvasasok

szamanak meghatarozasahoz felhasznalt annotacios fajlt FlyMine-rél

crer

PANTHER GO-Slim (http://pantherdb.org/) szoftverét hasznaltuk, Fisher's Exact teszttipust és

FDR korrekciot alkalmazva. A erdésen, indukalhatéan vagy gyengén/nem expresszalt gének
expresszios adatai a FlyBase expresszios profilbol szarmaznak

(http://flybase.org/rnaseq/profile_search), az oldal alapbeallitasait hasznalva: az erésen

expresszalt géneket olyan génekként hataroztdk meg, amelyek expresszioja legalabb ,,nagyon
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magas” besorolast kapott az 1-5 napos kort adult fejekben, és az expresszios cstlics besorolasa
legalabb ,,mérsékelten magas”. A gyengén vagy nem expresszalt géneket olyan génekként
hataroztak meg, amelyek expresszidja legfeljebb ,,alacsony” besorolast kapott az 1-5 napos
koru adult fejekben, és az expresszios csucs besorolasa lefeljebb ,,nem/rendkiviil alacsony”. Az
indukélhatdan expresszalodo géneket olyan génekként hataroztdk meg, amelyek expresszidja
legalabb ,,nagyon magas” besorolast kapott az 1-5 napos koru adult fejekben, s az expresszios
csucs besorolasa lealabb ,mérsékelten magas minden olyan kezelés esetén, amelyrdl
rendelkezésre all expresszios adat. Az adatsorokon statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8.0.1
segitségével végeztiik, egyiranytt ANOVA-t kovetd paros tobbszoros dsszehasonlitas Sidak-

teszttel.
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4. Eredmények

4.1. Epitép-jelolt H4r-t termel6 transzgenikus Drosophila vonal 1étrehozasa

Mivel a H4r és a kanonikus H4 aminosav-szekvenciaja teljesen megegyezik, ahhoz, hogy a
H4r-t vizsgalni tudjuk, eldszor megkiilonboztethetévé kellett tenniink a kisérletek soran a
kanonikus H4-t6l. Ehhez a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével 3xFlag-epitop taget kodold
szekvenciat fuzionaltuk az endogén H4r-t kodold szakaszhoz, igy megoriztiik a H4r eredeti

expresszios mintazatat, €s a kanonikus H4-t6l is meg tudtuk kiilonboztetni.

A H4r gén 3xFlag-H4r ill. H4r-3xFlag génre torténd kicseréléséhez tobb kiilonb6z6 guide-
RNS-t (lasd 6. abra) is kiprobaltunk kiilonb6z6 parositasokban, az altaluk irdnyitott Cas9
fehérje altal 1étrehozott kettdsszali DNS-torések homolég DNS-szakasz hidnyaban ligalassal
keriiltek javitasra, ami mikodo guide-RNS-ek és Cas9 esetén a vad tipushoz képest 500-800 bp
deléciohoz vezetett. Azt a guide-RNS part hasznaltuk fel a gén epitop-jelolt H4r-t kodold génre

torténd kicseréléséhez, amely a vart méretti deléciot eredményezte. Ennek tesztelésére a guide-

1 P{guide—RNA[upstream]—guide—RNA[downstream]}attP40
RNS-eket expresszalo y2cho?vt; 2L [up ] gCyO [ I

y*M{Act5C-Cas9.P}ZH-2A w* (Bloomington Drosophila Stock Center #54590) genotipusu,

himeket

Cas9 fehérjét expresszalo sziizekkel kereszteztiik, majd a véletlenszeriien kivalasztott, adult
koru utddaikbdl preparalt DNS mintdkon PCR-rel vizsgaltuk meg a delécid jelenlétét.
Kontrollnak Cas9 fehérjét kifejezé, de guide-RNS-eket nem expresszalo y*M{Act5C-
Cas9.P}ZH-2A w* allatot hasznaltunk.

Csak egy (JRNS1-gRNS5) guide-RNS parositas eredményezett deléciot a guide-RNS-eket

expresszalo himek és a Cas9 fehérjét expresszald sziizek keresztezésébdl szarmazo utddokban:

DNS 1. 2. 3. 4. 5. negativ
létra minta minta minta minta minta kontroll

2980
2000
1500
1200
1000
800
600
500
400
300

200
9. abra: A gRNSI1 és guide-RNSS5 egyiittes expresszidja deléciét eredményezett a H4r génben.
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Ezek alapjan az eredmények alapjan a gRNS1 ¢és gRNS5 guide-RNS-ek egyiittes
expresszioja valoban a DNS hasitdsdhoz vezetett a H4r génben és a géntdl downstream, a
kettsszali DNS-torés pedig a nem-homolog végek ligalasaval javitva 800 bp-os deléciot
eredményezett. Ha a hibajavitaskor homoldg DNS-szakasz is rendelkezésre all, a kettdsszalu
DNS-torés homolog rekombinécioval javitddhat, ami felhasznalhaté arra, hogy a H4r gént

olyan génre cseréljiik ki, amely epitdppal jelolt H4r-t kodol.

A géncseré¢hez két olyan plazmidot hoztunk 1étre, melyek 1,5-1,5 kb hossziisagu homolog
szakaszok kozott tartalmazzék az epitdp taget kodolo szekvenciaval fuzionalt H4r gént. Az
egyik esetben az epitop tag a H4r fehérje N-terminalis végéhez lett fuzionaltatva, a masik

esetben a C-terminalis véghez. Mindkét plazmidot a

g yZChOZVI . P{guide—RNA[upstream]—guide—RNA[downstream]}attP40
' Cyo

X y*M{Act5C-Cas9.P}ZH-2A w* Q
keresztezésb6l szarmazd embriokba injektaltattuk, majd a 3.2.9. fejezetben leirtaknak

megfelelden 3xFlag-taggelt H4r-t expresszalo transzgenikus vonalakat hoztunk létre.

H4r—-3xFlag,loxP—dsRed —loxP
TM3

Ismeretlen okbdl a w; torzs csak heterozigota formaban volt

¢letképes, homozigota formaban nem, ezért a H4r funkciondlis vizsgéalatdhoz a
w; 3xFlag-H4r, loxP-dsRed-loxP allatokat hasznaltuk fel. Az N-terminalison taggelt H4r-t
kifejez6 allatok semmilyen eltérést nem mutattak a vad tipusuakhoz képest. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy az N-terminalis tag nem befolyasolta a H4r miikodését. Ezt a Har egyik
poszt-transzlaciés modositasanak vizsgalatdval erdsitettiik meg, melynek soran H4KS5ac-
specifikus ellenanyaggal végzett immunprecipitacio és Flag-ellenanyaggal végzett western blot
segitségével ki tudtuk mutatni ezt a kovalens modositast a H4r N-terminalis doménjén (lasd 10.
abra). Bar nem allt rendelkezésiinkre ellenanyag minden lehetséges H4 poszt-transzlacios
modositas vizsgalatara, ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az N-termindlis Flag-

tag nem gatolja az N-termindlis modositdsok végbemenetelét.
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10. abra: Az N-terminalisan taggelt H4r K5ac poszt-transzlacios modositasanak vizsgalata. A HAK5ac-
specifikus ellenanyaggal (ab51997) végzett immunprecipitaciot (H4K5aclP) kovetéen western blottal ki tudtuk
mutatni, hogy a H4r rendelkezik ezzel a kovalens modositassal. Az immunprecipiticiora a minta H4rK5ac-
tartalmanak feldasitasa miatt volt sziikség, enélkiil ugyanis a kanonikus H4 jele elnyomta a Flag-tag miatt 2 kDa-

nal nagyobb H4r jelét. OreR: OregonR; IP: immunprecipitalt mintak; TE: total extrakt.

4.2. A Hdr expressziojanak jellemzoi
4.2.1. A HA4r kifejez6dési mintazata embriogenezis soran

A Hd4r expresszidjat az embrionalis fejlédés soran Flag-specifikus ellenanyaggal torténd
immunfestéssel kovettiik nyomon. A fehérje mar a megtermékenyitett embrio pronucleusaiban
is kimutathato volt (lasd 11A-B. abra), ami alapjan feltételezhetd, hogy a H4r anyai hatassal
keriil az embridba, és részt vesz az apai pronucleusban végbemend protamin-hiszton
kicserélddésben. A H4r az embriogenezis soran minden sejtmagban jelen volt (lasd 11C-D.
abra). Ez a kifejez0dési mintazat a kanonikus hisztonokéval megegyezik, igy semmilyen jel

nem utalt arra, hogy a H4r-nek lenne barmilyen, a kanonikus H4-t61 eltér6, specifikus funkcioja.
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Flag (H4r) DAPI Flag (H4r), DAPI

11. abra: A H4r altalanos expressziot mutat az embriogenezis soran. A: Megtermékenyitett embrid,
bekeretezve a pronucleusok; B: Pronucleusok; C: Zigétikus genomaktivacio el6tt allo (korai) embrio (7. sejtmag-

osztodasi ciklus); D: Gasztrulalddo embrid. A 1épték 50 pm-t jelez az A,C, D abrakon, 10 um-t a B 4bran.

Az immunfestések kontrolljaival vald 0Osszehasonlitas alapjan a korai, zigétikus
genomaktivacio elétt allo embridkban megfigyelt erds citoplazmas festddés nagy mennyiségli
szolubilis H4r jelenlétét jelzi, ugyanis a negativ kontrollban a Flag-ellenanyag nem adott erds
hatteret, ellenben a pozitiv kontrollként hasznalt 3xFlag-BigH1-et expresszald torzsbol
szarmaz6 embriok, melyek bizonyitottan nagy mennyiségli anyai eredetli BigH1 fehérjét

tartalmaznak, hasonldé mintazatot mutattak:
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A DAPI , DAPI

W1118
(Negativ kontroll)
3xFlag-BigH1 s
(Pozitiv kontroll) 4 I ‘
B
W1118
(Negativ kontroll)

3xFlag-BigH1

12. abra: Az embriokon végzett immunhisztokémiai vizsgalatok kontrolljai. A: megtermékenyitett embriok
negativ és pozitiv kontrollja. B: Zigdtikus genomaktivacio kezdetén 4ll6 embriok kontrolljai

(11. sejtmag-osztodasi ciklus)

Annak megerdsitésére, hogy a pronucleusokat tartalmazoé embridkon megtigyelhetd erds
citoplazmas festédés nagy mennyiségii anyai eredetii fehérje jelenlétére utal, western blot
segitségével Osszevetettiik a H4r mennyiségét 0-1 o6ras embriokban a BigH1 linker hiszton
varianshoz képest. A BigH1 szakirodalmi adatok alapjan a korai embri6 dominans linker
hisztonja, és bizonyitottan nagy mennyiségii anyai eredetli fehérjeként van jelen a zigotikus
genomaktivacio elétt allo embriokban (24), ezért jO viszonyitasi alap. w; 3xFlag-H4r és

3xFlag—H4r,BigH1[wt]

w; 3xFlag-BigH1 vonalak keresztezésébdl 1étrejott wi; :
H4r|[wt],3xFlag—BigH1

genotipusi

nostények altal lerakott embriokban vizsgaltuk meg az anyai eredetii H4r és BigH1 fehérjék
mennyiségét. Ehhez ezeket a H4r és BigH1 génekre heterozigota sziizeket w!''® himekkel
kereszteztiik, majd az 1 6ra alatt 6sszegyiijtott petéikbdl szarmazo mintdkon végeztiink western
blotot Flag-ellenanyaggal. igy egyetlen ellenanyag segitségével tudtuk dsszevetni a H4r-t és a
BigH1-et. A kisérlet eredményét a 13. dbra mutatja be:
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13. abra: A H4r és a BigH1 szolubilis és kromatinkotott mennyisége 0-1 o6ras embriokban. A mintak:

1. w; 3xFlag-H4r adult fej (pozitiv kontroll 1); 2-3: w'® embridk (negativ kontroll); 4-5: w; 3xFlag-BigH1

. 3xFlag—H4r,BigH1[wt]
' H4r[wt],3xFlag—BigH1

embridk (pozitiv kontroll 2); 6-7: w; 3xFlag-H4r embriok; 8-9: w heterozig6ta anyak utodai

(embridk).

A western blot tanusaga szerint a szolubilis és kromatink6tott H4r mennyisége a BigH1-ével
Osszevethetd a korai embriokban. Mivel a 0-1 6ras embridkban a zigétikus genomaktivacié még
nem tortént meg, ezek a fehérjék kizardlag anyai hatdssal keriilhettek az embridkba. Ez
ellentmond annak a szakirodalmi adatnak, mely szerint a H4r az ivarvonalban nem vagy csak

gyengén expresszalodik (33).
4.2.2. A Hdr Kkifejez6dési mintazata ivarvonalban

A H4r gént elsoként leird, 1996-0s cikkben (33) Northern-blot kisérletekkel megallapitottak,
hogy petefészkekben és embriokban a H4-ekvivalens fehérjét kodol6 mRNS-ek dontben a
kanonikus H4 génekrdl szarmaznak, mig a differencialt testi sejtekben nagyobb mennyiségii
H4r van jelen. A H4r mRNS expresszidjat vizsgalo RT-qPCR kisérleteink megerdsitették, hogy
adult fejekben, ahol dontéen poszt-mitdtikus sejtek vannak jelen (62), a H4r mRNS
expresszioja tobbszaz-szorosa az osztodo sejtekben mérhetd expresszionak (lasd Fiiggelék 1.
abra). Az immunhisztokémiai és western-blot eredményeink alapjan azonban a H4r fehérje
nagy mennyiségben van jelen a korai embridkban, ami anyai eredetre utal. Az ellentmondas
tisztdzasahoz immunfestések segitségével megvizsgaltuk a H4r fehérje kifejez0dési mintazatat

petecsovekben és herékben, melynek eredményét a 14. dbra mutatja be:
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vasa a } DAPI Vasa, y (H4r), DAPI

14, abra: A H4r expresszioja petecsoben (foliil) és herében (alul). A vasa az ivarvonalhoz tartozd sejtek

citoplazmajat jeloli. A 1épték 20 um-t jelez.

A H4r mindkét vizsgalt szervben a szomatikus sejtekben volt legerésebben kimutathato, a
dajkasejtek citoplazmajaban megfigyelhetd gyenge Flag-festédés a negativ kontrollban
megfigyeltnél nem erésebb. Az immunhisztokémiai vizsgalataink és a szakirodalmi adatok
alapjan a H4r expresszidja szignifikansan magasabb a nem-0sztodoé sejtekben, de az embriokon
végzett vizsgalataink alapjan az ivarvonalban 1év6 gyenge H4r expresszid nagy mennyiségi

H4r felhalmozddasat eredményezi az embridkban.
4.2.3. A Hd4r kifejez6dési mintazatanak valtozasa a neuronalis differenciacié soran

Az embriogenezis soran megfigyelt altalanos H4r expresszid a legtobb vizsgalt larvalis

szovetben (imaginalis diszkuszok, nyalmirigy) is kimutathato volt, azonban a larva agyat

crer

mutat (lasd 15A-B. dbra). Ez a kifejezddési mintazat a kifejlett allatok agydban is megfigyelhetd
volt (lasd 15C. abra).
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DAPI , DAPI

15. abra: A Hd4r Kkifejezodési mintazata és bizonyos sejtekre jellemzé akkumulacioja. A: Larva agy
(szemdiszkuszok és ventralis idegk6teg (VNC — ventral nerve chord), nyilheggyel a suboesophagialis ganglion
jelezve; B: Szemdiszkusz; C: Adult agy. A 1éptékek az A és C abra esetén 50 um-t, a B esetén 10 um-t jeleznek.

A kép ventralis nézetben késziilt.

Annak megallapitasara, hogy a H4r-t akkumulal6 sejtekben nagyobb mennyiségii H4 hiszton
fejezédik-e ki, mint a H4r-t gyengébben vagy nem expresszalo sejtekben, Osszevetettiik a H4r
¢s a kanonikus H4 mintazatat larva agyakban (lasd 16. abra). Az aminosav-szekvencia
egyezdsége miatt a H4 ellenanyag (Ab10158) kimutatta a kanonikus és a varians H4 fehérjét
is, a varians kimutatasara a Flag (Sigma M2) ellenanyag volt alkalmas. A H4 ellenanyaggal
valo festédés a DAPI-val valo festédéshez hasonlé mintazatot adott, ami arra engedett
kovetkeztetni, hogy a H4r-t akkumulal6 sejtekben is hozzavetdlegesen ugyanannyi H4 hiszton
van jelen, mint a tobb sejtben, de ezekben a sejtekben a H4r aranya joval magasabb. Ezek

alapjan a H4r mennyisége nem az adott sejtek kromatin kondenzéltsdgaval hozhatd
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Osszefiiggésbe, ami felvetette annak lehetdségét, hogy a H4r specifikus szerepet tolthet be

azokban a sejtekben, melyekben nagyobb mennyiségben fejezddik ki.

H4 Flag (H4r) DAP H4, Flag(H4r), DAPI

16. abra: A kanonikus és a varians H4 fehérjék kifejezodésének osszehasonlitasa immunhisztokémia
segitségével. A: Szemdiszkusz; B: Teljes larva agy. A 1épték az A é4bra esetén 10 pm-t, a B abra esetén 50 pm-t

jeleznek. A kép dorzalis nézetben késziilt.

Hogy kozelebb juthassunk a H4r specifikus szerepének megértéséhez, olyan kisérleteket
végeztiink, melyek segitségével azonosithatok azon sejttipusok, amelyekre jellemz6 a H4r
nagyobb mértékli expresszidja vagy akkumulacioja. Ehhez olyan transzgenikus allatokat
hoztunk Iétre, melyek egyszerre expresszalnak LaminB-GFP-t egy-egy sejttipusra jellemz6 gén
Gal4-driverének iranyitasa alatt, valamint 3xFlag-taggelt H4r-t. A LaminB sejtmaghartyaban
lokalizalodik, igy kijeldli az adott sejttipus sejtmagjait. a-GFP és a-Flag kettds immunfestéssel

az adott tipusu sejtek és a H4r-t felhalmozo sejtek kozti kolokalizacidé mértéke meghatarozhato:
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A: w; OK371-Gal4/UAS-Lam-GFP; 3xFlag-H4r

GFP (LaminB) Flag (H4r) DAPI GFP (LaminB), Flag (H4r), DAPI

e

B: w; Gad1-Gal4/UAS-Lam-GFP; 3xFlag-H4r

GFP (LaminB) Flag (H4r) DAPI GFP (LaminB), Flag (H4r), DAPI
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C: w; ChAT-Gal4/UAS-Lam-GFP; 3xFlag-H4r

GFP (LaminB) Flag (H4r) DAPI GFP (LaminB), Flag (H4r), DAPI

D: w; Insc-Gal4/UAS-Lam-GFP; 3xFlag-H4r

GFP (LaminB) Flag (H4r) DAPI GFP (LaminB), Flag (H4r), DAPI
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E: elav-Gal4/w; UAS-Lam-GFP/+; 3xFlag-H4r/+
elav-Gal4/Y; UAS-Lam-GFP/+; 3xFlag-H4r/+

GFP (LaminB) Flag (H4r) DAPI GFP (LaminB), Flag (H4r), DAPI

e el

17. abra: LaminB-GFP és 3xFlag-H4r Kkettds immunfestések a Hd4r-t expresszalo sejte tipusanak
meghatarozasahoz. Kolokalizaci6 mérése A: kolinerg neuronokkal; B: érett neuronokkal; C: GABAerg
neuronokkal; D: glutaminerg neuronokkal; E: neuroblasztokkal. A 1éptékek a felsé abrakon 10 pum-t, az alsd

abrakon 50 pm-t jeleznek. A B és D abrak ventralis, az A, C és E abrak dorzalis nézetben késziiltek.

A 1étrehozott vonalak genotipusait €s a jelolt sejtek tipusat, valamint a GFP-vel kijeldlt sejtek

¢s a H4r-t nagy mértékben expresszalo sejtek kozti kolokalizacié mértékét az 5. tablazat mutatja

be:
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H4r-t Adott tipusu
felhal 6 jtek %- N ti k
’ - LamB-GFP-t clha mf)zo sejte o 0S eurontipuso
Létrehozott transzgenikus allatok L sejtek aranya | megoszlasa a %-0s
, . expresszalo i
genotipusai ek t ; az adott H4r-t megoszlasa
sejtek Hpusa tipusu sejtek felhalmoz6 larva agyban
kozott sejtek kozott
glutaminerg
,OKS71ZGA . 3y Flag-Hdr neuronok 3,05% 1,07% 3,15%
UAS—-LamB—-GFP
(63,64)
_ ABA
_Gadl-Galt . gy c)aq-Har GABAerg 8,3% 8,87% 9,6%
UAS—LamB—GFP neuronok (64)
kolinerg
ChATZGAld . 3y Flag-H4r neuronok 21,48% 24,75% 26,8%
UAS—LamB—GFP
(64,65)
_ | k
,__Inse=Galt . 3 Eag-Har neuroblaszto 10,48% 18,58% 24,65%
UAS—LamB—GFP (66)
g elav—Gal4 UAS—LamB—-GFP _3xFlag—H4r "
’ J érett neurono
6\ elavE]GaM-_ UAS—La+mB—GFP_ 3xFlr:g—H4-r (67) 9.2% 29,9% 25,5%
Y ’ + ’ +

5. tablazat: A H4r-t felhalmozo sejtek tipusainak meghatarozasara létrehozott transzgenikus allatok
genotipusai és a vizsgalt sejttipusokkal valé kolokalizacio mértéke. A neurontipusok %-os megoszlasat a
DAPI-val mért kolokalizacié alapjan hataroztuk meg. (Az érett neuronok vizsgalata minden transzgénre nézve

heterozigota allatokkal tortént, mert ismeretlen okbol a homozigdta forma letalitdst mutatott.)

ImageJ szoftver segitségével meghataroztuk, hogy az 6sszes H4r-t akkumulalé sejtnek hany
szazaléka ad jelet GFP-ellenanyaggal, valamint azt is, hogy a GFP-jel alapjan azonositott, adott
tipusu sejtek hany szazaléka fed at a H4r-t felhalmozo6 sejtekkel. Ennek segitségével kidertilt,
hogy a H4r akkumulacioja nem kothetd egy meghatarozott sejtcsoporthoz, az 6sszes vizsgalt
sejttipus eléfordul ezen sejtek kozott. Habar a H4r akkumulacioja tobbféle sejttipusban is
eléfordul, az is kideriilt, hogy a H4r-t nagymértékben kifejez6 sejtek legnagyobb része kolinerg
neuron. Teljes larva agyat vizsgalva a H4r-t akkumulal6 sejtek 21,48%-a volt kolinerg neuron,
a kolinerg neuronoknak pedig 24,75%-ara volt jellemz6 a H4r felhalmozddasa.
Szemdiszkuszokban a H4r-t akkumulalo sejtek nagyobb hanyada, 43,7%-a bizonyult kolinerg
neuronnak, azonban a kolinerg neuronoknak a H4r-t akkumulalé hanyada a szemdiszkuszban
21,25%-nak bizonyult, ami kozel azonos a teljes agyban mért gyakorisaggal (21,48%). A
vizsgalt tipusu sejtek kolokalizacidjanak mértéke ahhoz hasonld volt, amilyen aranyban ezen
neuronok a larva agyban 1év6 Osszes sejt kozott eléfordulnak. Ezen eredmények alapjan a H4r
akkumulacidja véletlenszeriien fordul elé ezen tipusti neuronok kozott. Mivel a Hér
felhalmozddasa kimutathatd volt neuroblasztokban és érett neuronokban egyarant, azt is

megallapithattuk, hogy a H4r akkumulacidja nem fiigg a sejtek differenciacios stddiumatol.
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4.2.4. Szovetspecifikus transzkripcios faktor kotéhelyek a H4r gén promoéterén

Miutan immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével megallapitottuk, hogy a H4r milyen
tipusu sejtekben fejezddik ki, megvizsgaltuk, milyen ingerek hatdsara aktivalédhat a
transzkripcidja. Ehhez el6szor a promoterén jelen 1évé potencialis transzkripcids faktor

kotohelyeket azonositottuk.

A H4r promoéteranalizise soran tobb potencialis szdvetspecifikus transzkripcids faktor
kotéhelyet azonositottunk. Az immunhisztokémiai eredményekkel 6sszhangban az azonositott
transzkripcios faktorok nagyrészt az embrionalis ill. neuronalis differenciaciohoz, valamint a
medialt represszidban szerepet jatszo fehérjék és a hdsokkal indukalhatd expressziora utald Hsf
kotéhelyek is. A H4r promoterén azonositott kotdhellyel rendelkezé transzkripcios faktorokat

¢€s azok funkcioinak rovid leirasat a Fliggelék 3. tablazata tartalmazza.
4.2.5. A H4r expresszidja nem valtozik szignifikansan hésokk és regeneracié hatasara

Mivel a H4r prométerén megtalalhaté Hsf kot6hely hésokkal valé indukalhatosagot enged
feltételezni, valamint a szakirodalmi adatok alapjan a H4r-nek a hésokk gének promotereinél
szerepe lehet a kromatinfunkciok szabalyozasaban (40), megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik
a H4r expresszioja hosokk ill. azt kovetd regeneracio hatdsara. Ehhez kezeletlen kontroll, 20
percig 37°C-on hésokkolt és 20 percig 37°C-on hdsokkolt majd 3 éran at szobahdmérsékleten
regeneralodott allatok izolaltunk RNS-t, kromatint és fehérjét, és megvizsgaltuk a H4r
expressziojat MRNS és fehérjeszinten, valamint a kromatinban val6 lokalizaciojat is. Mivel a
H4r a nem oszt6do sejtekben szignifikansan nagyobb mennyiségben fejezédik ki, mint az
osztddo sejtekben (lasd Fiiggelék 1. abra), 1-5 napos kifejlett allatok fejeibdl preparaltunk

mintat, ahol a sejtek tilnyomo tobbsége terminalisan differencialodott (62).

Sem mRNS, sem fehérjeszinten nem tapasztalunk szignifikdns valtozast a H4r
expresszidjaban (az MRNS mennyiségét tubulinra normalizaltunk, a statisztikai elemzést két
biologiai parhuzamos mintan végeztiik: egyiranytt ANOVA-t kovetd Sidak-teszt, p>0,1357; a
H4r és kanonikus H4 aranyanak valtozasat kétirinyi ANOVA-t kovetd Tukey-teszttel
elemeztiik, ugyanazon két biologiai mintabol szarmazd eredményeken: p>0,8675), a
kromatinkotott fehérje mennyisége sem valtozott szamottevéen hdsokk ill. regeneracid hatasara
(a H4r/kanonikus H4 arany valtozasat kétiranyi ANOVA-t kovetd Tukey-teszttel elemeztiik,

ugyanazon két biologiai mintabdl szarmaz6 eredményeken: p>0,7529)(lasd 18. abra). Ez
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azonban még nem zarja ki annak lehetdségét, hogy a kromatinban valé lokalizacioja
megvaltozik transzkripcid aktivacid ill. represszid hatdsara, ezért az izolalt kromatinon

immunprecipitaciot végeztiink, amelyet szekvenalas kovetett (ChlP-seq) (lasd 4.34-2. fejezet).

A —ne— B
n.s. n.s. n.s.

- 2.51
_% 36 __ns. = NK s, n.s. —_—
iﬁ = HS 2.0 ns. = Hs
£ £ = Hs+3h < 15 = Hs+3h
E 2 s
2 5, T 1.0
2 g,
ES 0.5
s 8 -
I 2o r . 0.0 ; ,

NK HS HS+3h Szolubilis Kromatinkotott
NK HS HS+3h

Sz KK Sz KK Sz KK
3xFlag-Har o s S wne e

kanonikus H4 - -
18. abra: A H4r expressziojaban bekovetkezo valtozasok hésokk és regeneracié hatasara. A: Valtozasok az
H4r mRNS expresszidjaban hésokk és regeneracié utan. (n=2; p>0.1357; egyiranyt ANOVA); B: Véltozasok a
szolubilis és a kromatin-kotott H4r mennyiségében a hsokk és regeneracio hatasara. NK: negativ kontroll; HS:
hésokkolt; HS+3h: hdsokkolt és szobahdmérsékleten harom o6ra alatt regeneralodott. Sz: oldhato, KK: kromatin-
kotott (n=2; p=>0,8675 ill. p>0,7529, kétiranyn ANOVA).

4.3. A Hd4r lokalizaciojanak vizsgalata ChIP-seq-kel
4.3.1. A H4r preferencialisan kotodik specifikus kromatinrégiokhoz

Mivel a H4r 6tv6zi a kanonikus €s a varians hiszton jellegeket - szerkezetében megegyezik
kanonikus megfeleldjével, de a hiszton variansokra jellemzdé génszerkezet, kopiaszam és
szabalyozas jellemzi — felmeriil a kérdés, hogy a H4r genomi eloszldsa kanonikus, vagy varians
jellegeket tiikroz-e, ami a kanonikus H4-t61 esetlegesen eltéré szerepére utalhat? Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasdhoz ChIP-seq kisérletek segitségével vizsgaltuk meg a H4r

kromatinon val6 eloszlasat, és dsszevetettiik egy kanonikus €s egy varidns hisztonéval.

Mivel a kanonikus H4-t6l valo esetleges eltérés kimutatasa volt a célunk, kézenfekvo lett
volna H4-specifikus ellenanyagot hasznalnunk, azonban a kiilonb6z6 rendelkezésre allo
kanonikus hiszton-specifikus ellenanyagok koziil a H3-specifikus ellenanyag mutatott a Flag-
ellenanyagéval Osszevethetd affinitast immunprecipitacios kisérletekben. Mivel a H3- ill. H4-

specifikus ellenanyagok egyarant képesek kotni a kanonikus targetjeiket és azok variansait is,
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mindkettd haszndlata esetén a kaphat6 szekvenalasi leolvasasok az 6sszes nukleoszomat jeldlik,
fiiggetlentil attol, hogy azok kanonikus vagy varians hisztont tartalmaznak-e. Ezért valasztottuk

a nagyobb affinitasu ellenanyagot, amely a H3-t ismerte fel.

A H4r varians jellegének vizsgalatara a genomi eloszlasat egy masik hiszton varidnséval, a
H3.3-éval hasonlitottuk 6ssze. Ehhez egy olyan Drosophila vonalat hasznaltunk, amely Flag-
taggelt H3.3-at expresszal az UAS-Gal4 rendszer iranyitasa alatt. gy mindkét hiszton varians
lokalizaciojat Flag-specifikus ellenanyag hasznalataval tudtuk kimutatni a ChIP-seq kisérletek
soran. Mind a 3xFlag-H4r-t kifejez6 allatokbol, mind pedig a H3.3-3xFlag-t termel6kbdl
szarmazo6 mintakon végeztiik ChIP-seq kisérletet H3-ellenanyag felhasznalasaval, igy mindkét
hiszton genomi eloszlasat a nukleoszomak eloszlasaval tudtuk 6sszevetni. Mivel a szakirodalmi
adatok ¢és az immunhisztokémiai eredményeink alapjan a H4r-nek a nem-oszt6do,
differencialodott sejtekben lehet specifikus szerepe, kisérleteinket 1-5 napos, kifejlett allatok

fejeibdl szarmazo mintakon végeztik el.

Tobb kiilonbozo Gal4-drivert kiprobalva a legtobb esetben jelentds letalitast tapasztaltunk a
H3.3-3xFlag tultermeltetése esetén, az elav-Gal4 driver hasznalataval azonban a Flag-jelolt
H3.3-at taltermel6 allatok a vad tipust allatokéval megegyez6 életképességet mutattak. Mivel
igy a H3.3-3xFlag expressziés mintazata nem felel meg az endogén H3.3 kifejez6dési
mintazatanak (hiszen a H3.3 minden sejtben, nem csak a neuronokban expresszalodik), a Flag-
ellenanyaggal kapott ChIP-seq eredményeinket ellendrzésképp Osszevetettik az elérhetd
szakirodalmi adatokkal. A mi eredményeink Gsszhangban allnak a H3.3 ¢és kanonikus H3

genomi lokalizaciojat érint6 elérhetd szakirodalmi adatokkal (68).

A két fiiggetlen kisérlet eredményét a 19. abra mutaja be. A bemutatott eredmények alapjan
a H4r eloszlasarol kapott eredmények reprodukalhatok, az eloszldsa a genomon nem
véletlenszerli €¢s nem homogén, valamint nagymértékii hasonldosdgot mutat H3.3 varians hiszton
eloszlasaval (p = 0,78, lasd a 19C. abra). A két alternativ hiszton lokalizacioi kozotti atfedés

azonban messze nem tokéletes, ami a két varians funkcionalis kiilonbségeire utal.

A H4r eloszlasa jelentdsen eltér a kanonikus hiszton H3-t6l (p = 0,35, lasd 19C abra. A H4r
eloszlasa jelentdsen eltér a kanonikus hiszton H3-¢tol (p = 0,35, 1asd 19C. abra). Mig a H4r és
a H3.3 variansok legnagyobb része (~60%) gének prométerein lokalizalodott, a kanonikus H3

az intergenikus régiokban dominans (~50%) (lasd 20. abra).
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19. abra: A: A H3.3, a H4r és a H3 eloszlasa genomszerte a ChlP-seq kisérletek eredményei alapjan. Legfeliil az

egyes kromoszomak jelezve, a grafikonok a baloldalon jelzett fehérjék lokalizacidjanak észlelt gyakorisagat jelzik.

Megjegyzendd, hogy a H3.3-at és a H4r-t egyarant Flag-specifikus antitest detektalta, mig a H3-at egy H3-

specifikus antitestet, amely egyarant felismeri a H3.3-at. B: H3.3, H4r és kanonikus H3 lokalizacio meghatarozott,

reprezentativnak tekintheté genomi régiokban. Az A és B bran bemutatott csticsok mérete azzal aranyos, hogy az

adott mintabol szarmazod Gsszes leolvasas szamahoz képest mennyi esik az adott poziciokra. C: H4r, H3.3 és H3

eloszlasok osszevetése és Spearman-korrelacioi. r1: 1. biologiai replikatum; r2: 2. bioldgiai replikatum.
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20. abra: A Hd4r, H3.3 és kanonikus H3 mennyiségi eloszlasa Kiilonb6z6 genomi régiokban.

n.s .: nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Ezutan meghataroztuk, milyen funkciokhoz kothetok azok a gének, amelyeken a H4r ill. a
H3.3 lokalizalodik. A PANTHER GO-Slim Biological Process elemzése szerint ezek a gének
a differencialodas soran aktivalodo illetve a sejtek normal miikkodéséhez sziikséges gének — ide
értve a kiilonbozo ingerek altal indukalhatd géneket is. A sejtciklushoz és a sejtosztédashoz
kapcsolodd géneken csak véletlenszeri H4r és H3.3 eléfordulas figyelheté meg (lasd

Fiiggelék 4. abra).

A FlyBase RNS expresszios adataival 0sszevetve a vizsgalt hiszton variansok mennyisége
szignifikdnsan magasabb azokon a géneken, amelyek indukdlhatok vagy erdsen
expresszalodnak a felndtt agyban, mint azokon a géneken, amelyek gyengén vagy nem
expresszalodnak (lasd 21. abra). A statisztikai analizishez génenként a vizsgalt variansokbol
szarmazd ChIP-seq leolvasasok szamat a H3-bol szarmazo leolvasasok szamara normalizaltuk.
A H3-bdl szdrmazo leolvasasok a nukleoszémak mennyiségérdl adtak informaciot, mig a Flag-
ellenanyagbdl szarmazok csak a variansokrol. A kettd ardnya megmutatta, hogy az adott gént

érint6 Osszes nukleoszomak kozott mennyire gyakoriak a vizsgalt hiszton variansok.
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21. abra: Az alternativ hisztonok mennyisége a kanonikus H3-hoz viszonyitva adult fejben indukalhato
(n=972), erésen (n=323) vagy gyengén/nem (n=2846) expresszalodo géneken (az expresszios adatok FlyBase-
6l szarmaznak). Az alkalmazott statisztikai elemzési modszer: Kruskal-Wallis-teszt. n.s .: nem szignifikans; *: p

<0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001

4.3.2. A H4r és H3.3 mennyisége Kkiilonb6z6 modon valtozik transzkripcio aktivacio és

represszio hatasara

A rendelkezésre allo szakirodalmi adatok arra a feltételezésre vezettek, hogy a H4r-nek
szerepe lehet a transzkripcios memoria kialakitdsdban a poszt-mitdtikus, termindlisan
differencialodott sejtekben. Ebben az esetben a H4r mennyisége az egyes géneken
visszatiikrozheti a multbéli transzkripcidos eseményeket, esetleg részt vehet azok ismétlodo
héstressz-rezisztencija (40) alapjan a H4r-nek a hésokk-gének mitkodésének szabalyozasaban
szerepe lehet, hésokkolt ill. azt kdvetden regeneralt allatokbol szarmazé mintakon ismételtiik
meg a ChlP-seq kisérleteinket, és megvizsgaltuk a H4r és a H3.3 mennyiségének valtozasat
héstressz és regeneracio hatdsdra a hdsokk-géneken. Ehhez a kisérleti allatokat (1-5 napos
kifejlett allatok) 20 percig 37°C-os hdstressznek tettiik Ki, az allatok felét a héstresszt kovetden
szobahdmérsékleten hagytuk 3 oéran at regeneralodni, majd a fagyasztast kovetden a fejeikbol
izolalt kromatinon ChIP-seq kisérletet végeztink o-Flag ¢és a-H3 ellenanyagok

felhasznalasaval.

A szekvenalasi eredmények azt mutattdk, hogy a H4r és a H3.3 mennyisége nem valtozik
szignifikansan a Hsp-géneken hdsokk hatasara, de né regeneracio utan (lasd 22A. abra). A H4r
kanonikus H3-hoz viszonyitott aranya latvanyosan megné hésokk hatasara, a hésokk soran

beépiilt nukleoszomankénti relativ mennyisége nem valtozik szignifikdnsan a regeneraciod
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soran. A H3.3 kanonikus H3-hoz viszonyitott aranya né a hdsokk hatasara, de a H4r-rel

ellentétben a regeneracid utdn enyhe, de nem szignifikans csokkenést mutat (lasd 22B. abra).
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22. abra: A Hd4r és H3.3 mennyiségének valtozasa a Drosophila 13 Hsp-génjén hésokk ill. regeneracio
hatasara. A: A Hsp gének leolvasasi aranyanak valtoziasa az adott minta osszes olvasasi szamahoz
viszonyitva. Alkalmazott statisztikai elemzési modszer: Friedman-teszt B: Az alternativ/kanonikus
hisztonarany valtozasai. Az alkalmazott statisztikai elemzési modszer: Friedman-teszt. n.s .: nem szignifikans;
*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001. NK: kezeletlen (nem hésokkolt) kontroll (Flag-taggelt
hisztont expresszalo allatok); HS: 20 percig 37°C-on hésokkolt allatokbdl szarmazé mintak; HS+3h: 20 percig

37°C-on hdsokkolt majd 3 d6ran at szobahémérsékleten regeneralodott allatokbol szarmazo mintak.

A H4r abszolut és relativ mennyisége is jelentdsen magasabb a Hsp-géneken hdsokkot
kovetd regeneracio utan, mint amennyi hdsokk elétt jelen volt ezeken a géneken. Ezzel szemben
a H3.3 abszolit mennyisége nem haladja meg regeneracid soran a kezelés el6tt a Hsp-géneken
mért mennyiségét. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a két vizsgalt alternativ hiszton hasonlo
szerepet tolt be a Hsp gének transzkripcids aktivalasaban, de kiillonbozd szerepet jatszanak a
transzkripcio represszidjaban. Represszio soran a H3.3 részben kanonikus H3-ra cserélédik, de
a H4r a Hsp géneken marad a hdsokk-kezelés eldtti allapothoz képest megndvekedett
mennyiségben. Ez alapjan a H4r mennyisége a kezdeti feltételezésiinkkel egybevagoan
visszatiikrozi a multbéli transzkripcios eseményeket, ami a transzkripcids memoriadban betoltott

esetleges szerepére utal.
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5. Eredmények megvitatasa

Doktori munkam soréan létrehoztunk egy olyan kisérleti rendszert, melyben a kanonikus H4
¢s a vele megegyezd aminosavszekvenciaval rendelkezo, de eltéré moédon expresszalddd H4r a
3xFlag epitop tag segitségével megkiilonboztethetok egymastol. Az epitop jel nyomon
kovetésével kimutattuk, hogy a H4r anyai hatasu fehérjetermékként keriil az embridba, és mar
az anyai ¢és apai pronucleusokban is jelen van. A szakirodalombdl ismert, hogy az apai
pronucleushban a protamin hisztonokra cserélddésre soran a kanonikus H3 helyett H3.3 épiil be
a kromatinba (69), ami a H4r apai pronucleusokon tortént kimutatasaval egyiitt tamogatja azt a
hipotézist, mely szerint a H4r egyik funkcigja, hogy interakcids partnerként szolgaljon a H3.3-
nak, amikor az a H4 hisztonnal dimer formajaban beépiil a kromatinba a HIRA chaperon
segitségével. Mivel azonban az anyai pronucleusba kanonikus H3 épiil be, és a H3.3 nem
mutathato ki (70), de a H4r igen, ez bizonyitékul szolgal arra, hogy a H4r-nek van a H3.3-t6l

fliggetlen funkcioja is.

Szakirodalmi adatok alapjan a H4r mRNS mennyisége a poszt-mitotikus sejtekben
szignifikdnsan nagyobb, mint a csiravonalban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a H4r
feladata a kanonikus H4 helyettesitése a poszt-mitotikus sejtekben, ahol a kanonikus H4 mar
nem expresszalodik (33). A mi kisérleti eredményeink alapjan azonban a H4r fehérje mar az
embrionalis stddiumtol kezddédden nagy mennyiségben jelen van, €s éppen a neuronalis
differenciacio soran csendesitodik bizonyos sejtekben, melyek kozt megtalalhatok
neuroblasztok, kolinerg, GABAerg és glutaminerg neuronok is. Azon sejtek k6zott, melyekben
a H4r expresszidja a differenciacié utan is fennmarad, legnagyobb aranyban kolinerg
neuronokat talaltunk, ez azonban a mérések eredmények alapjan abbol eredhet, hogy a larva
agyban 1év0 sejtek legnagyobb része kolinerg neuron. A kolokalizacios mérések eredményei
alapjan a H4r felhalmozodéasa véletlenszerlien fordul elé az egyes agyi sejtek kozott,

differencidlodasi stadiumtol vagy funkciotol fiiggetleniil.

Ahhoz, hogy megérthessiik a H4r funkcigjat, meg kellett vizsgdlni, milyen genomi
régiokhoz kotddik preferencialisan. A H4r lokalizacidjat a genomon adult fejekbdl szarmazo
kromatinon vizsgaltuk meg kromatin-immunprecipitaciot kovetd szekvenalassal. Kontrollnak
a minden nukleoszémaban jelen 1évé H3-at hasznaltuk. Osszehasonlitasul egy olyan vonalon is
elvégeztiik a kisérletet, amely 3xFlag-jelolt H3.3-at expresszalt. A H4r és H3.3 lokalizacidja

nagyfokt hasonldsdgot mutatott, és élesen eltért a kanonikus H3-étol. A replikaciofiiggetlen
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hisztonok ¢és a kanonikus H3 lokalizaci6jaban szembetiind kiilonbségeket talaltunk, a
kromatink6tott H4r és H3.3 legnagyobb része promotereken volt kimutathatd, mig a kanonikus
H3 az intergenikus régidkban volt dominans. Ez az eredmény arra engedett kdvetkeztetni, hogy
a H4r a kanonikus H4-gyel azonos aminosav-sorrend ellenére hiszton varians funkcioval

rendelkezhet.

A H4r és H3.3 lokalizacidja nagyrészt atfedd volt, és az adult fejben erésen expresszalodo
ill. indukalhat6 géneken voltak abundansak. Ez a H4r-nek a transzkripcio-aktivacioban betoltott
szerepére engedett kovetkeztetni, amit tamogatott a lokalizacidjanak H3.3-mal mutatott
nagyfoku atfedése, a H3.3 transzkripcid aktivacioban betdltott szerepe ugyanis mar bizonyitott
(19). A Hd4r transzkripcio-szabalyozasban betoltott szerepének pontosabb megértéséhez
megvizsgaltuk a H4r és a H3.3 lokalizaciojanak valtozasat transzkripcid aktivacio €s represszio
hatasara. Ehhez a hosokkot illetve az azt kovetd regeneraciot alkalmaztunk, mert ezen
kornyezeti valtozasok génexpresszidra gyakorolt hatdsai Drosophiadban mar jol ismertek,
valamint a H4r hdsokk gének aktivitdsanak szabalyozasaban betoltott szerepe a szakirodalmi

adatok alapjan valoszinisithet6 (40).

A ChlP-seq kisérleti eredményeink alapjan a H4r és a H3.3 hasonl6 modon megnovekedett
mennyiségben épiil be azokba a nukleoszomakba, amelyek hdsokkra torténd aktivacio soran is
a hoésokk-géneken maradnak, igy részt vesznek a transzkripcié aktivacidjaban. Regeneraciod
soran azonban, amikor a transzkripcid csendesitésével parhuzamosan megnd a hosokk géneken
a nukleoszomak szama, az Gjonnan beépiilé nukleoszomak nagyobbrészt H4r-t tartalmaznak
kanonikus H4 helyett, azonban a H4r-nél kevesebb H3.3-at tartalmaznak. 3 oras regeneracios
id6t kovetdéen a H3.3 mennyisége visszatér a hdsokk-kezelés el6tti szintre, mig a H4r
regeneracio utan mért mennyisége a Hsp-géneken jelentdsen meghaladja a kezelés elotti
mennyiségét. Ez 6sszhangban 4ll azzal a kezdeti felvetésiinkkel, mely szerint a H4r mennyisége

az egyes géneken visszatiikrozi a korabbi transzkripcids eseményeket.

A transzkripcidos memoria feladata a sejt identitdsdnak és homeosztazisanak fenntartasa a
sejt miikodéséhez sziikséges gének aktivalasaval és a sziikségtelen gének repressziojaval, ezen
kiviil a gyakori kdrnyezeti ingerekre torténd egyre gyorsabb és erdsebb transzkripcios valaszok
kialakitasa. A H4r-nek a vizsgalt szovetben aktiv és indukalhatdo géneken kimutatott
lokaliz4cioja, valamint az indukcidt kovetd regeneracid soran kimutathatdé megndvekedett
mennyisége alapjan feltehetden szerepe lehet a sejtek identitdsanak megfelelé génexpresszios

mintazat létrehozasaban ¢és fenntartdsdban, valamint valtozé kornyezetben az indukalhatéd

66



gének transzkripcidjanak aktivacidjaban betoltott szerepével jarulhat hozzd a sejtek

homeosztazisanak fenntartasahoz.

Erdekes felfedezés volt, hogy a H4r expresszidja nem valtozik szignifikansan hdsokk és
regeneracio hatasara sem mRNS, sem fehérje szinten. A kromatinkotott H4r mennyisége sem
valtozik szignifikansan, de a ChlP-seq adatok tanulsaga alapjan genomszerte jelentés H4r-
atrendez6dés torténik transzkripcié aktivacio €s represszio hatasara. Ez alapjan a H4r alacsony
szintli, de folyamatos expresszidja elegendd fehérjét biztosit a sejtnek a transzkripcids

valtozasok hatasara torténd kromatin-atrendez6déshez.

Bar a H4r aminosav-szekvenciaja teljesen megegyezik a kanonikus H4-ével, miikodése
sokkal tobb hasonldsagot mutat a H3.3 hiszton varianssal, mint a vizsgalt kanonikus hiszton
H3-mal. Mivel az egyetlen kiilonbség a H4r és a kanonikus H4 kozott a két fehérje
expresszidjaban rejlik, a két fehérje funkcidjadban mutatkozé kiilonbségek is erre vezethetok
vissza. Mivel a kanonikus H4 kizarolag a sejtciklus S-fazisaban expresszalodik, feltételezhetd,
hogy a H4r-nek valoban az egyik feladata a kanonikus H4 helyettesitése a nem o0sztddo
sejtekben, amelyekben a kanonikus H4 nem fejez6dik ki (33). Ez megmagyarazza azt a
nagymeértéki atfedést a H4r és a H3.3 lokalizaciojaban is: mivel a H3.3 csak egy H4 hisztonnal
dimert alkotva épiilhet be a nukleoszomaba, a nem o0sztodo sejtekben az ott nagyobb
mennyiségben jelen levé H4r szolgalhat szamara dimerizacios partnerként. Ez azonban nem
magyarazza meg, miként tolt be a H4r onalléan funkciot azon géneken, amelyek csak H4r
lokalizaciot mutattak, de H3.3 lokalizaciot nem, és az 0sztddo sejtekben, embrionalis €s larvalis

szovetekben kimutatott H4r jelenléte is nyitott kérdés marad.

A kanonikus H4 ¢és a varians H4r gének nem csak expresszids mintazatukban, hanem
génszerkezetlikben és kodonhasznalatukban is eltérnek egymastol. Ismert jelenség az eukaridta
transzlacié szabalyozasban az, hogy bizonyos mRNS-ek meghatarozott pozicidkban ritka
kodonokat tartalmaznak. A ritka kodonokat tartalmazo tRNS-ekbdl a tobbi tRNS-nél joval
kevesebb van jelen az adott sejtben, ezért ezen kodonok jelenléte lelassitja a transzlaciot, ezzel
lehetové téve ko-transzlacios események végbemenetelét (42). Ilyen Ko-transzlacios esemény
lehet egy naszcens fehérje N-terminalis doménjének ko-transzlacios modositasa, vagy
fehérjekomplexek transzlacioval Osszekapcsolt felépitése (42). Mivel a H4 hiszton N-
terminalisa rengeteg pozicidban tartalmazhat poszt-transzlaciés modositasokat, lehetséges,
hogy a kanonikus és a varians H4 ezen mddositasaikban térnek el egymastol, és igy toltenek be

kiilonboz6 funkciokat (41). Bar az embrionalis sejtekben kifejezddik a kanonikus H4 is,
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kornyezeti stimulus esetén segitheti a valaszt az, ha rendelkezésre all egy olyan dinamikaval
transzlalodd H4 fehérje, amelyen a kornyezeti hatasra adott valaszhoz sziikséges kovalens

modositdsok mar a transzlaci6 soran végbemennek.

Doktori munkam sordn bizonyitékokat gytjtottiink a H4r funkcidjara vonatkozoan,
melyekkel bebizonyitottuk, hogy a H4r a kanonikus H4-gyel megegyezé aminosav-sorrend
ellenére rendelkezik hiszton varians funkcioval. A rendelkezésre 4ll6 eredmények alapjan a H4r
szerepét illetd elméletek részben megerdsitést nyertek: a ChlP-seq eredmények
bebizonyitottdk, hogy a H4r valoban nagyrészt a H3.3-mal kozdsen tolti be funkciojat, de
kideriilt, hogy attol fiiggetleniil is 14t el feladatokat. Az immunhisztokémiai kisérletek
segitségével kimutattuk, hogy a H4r gént leird6 1996-0s cikkben (33) bemutatott RNS-
poszt-mitotikus sejtekre. Bar a kanonikus és a varians H4 fehérjék funkcidiban mutatkozo
kiilonbségeket magyarazhatja a kodonhasznalatukban mutatkozd kiilonbség ¢és abbol
esetlegesen eredd kiilonbségek a kovalens modositasokban, annak vizsgalata, hogy ez valoban

igy van-e, tovabbi kisérleteket igényel.
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8. Osszefoglalas

A hisztonoknak esszencialis Szerepe van a sejtosztodas és a génexpresszio szabalyozasaban,
Magasabbrendii allatokban a legtobb kanonikus hisztonnak van egy vagy tobb
replikaciofiiggetlen expresszidjii variansa is, melyek mutathatnak szdvetspecificitast. A
nukleoszomalis alternativ hisztonok kritikus szerepet toltenek be a poszt-mitotikus sejtek

homeosztazisdban és a transzkripciés memoria kialakitasaban.

A H4 a legkonzervaltabb aminosav-szekvenciaji hiszton, €s a legtobb organizmus nem
rendelkezik replikaciofiiggetlen varianssal. Az eddig leirt néhany varians funkcidja még
tobbnyire tisztazatlan. A hiszton variansok kozott egyediilallé mddon a leirt replikaciofiiggetlen
H4 variansok egy része a kanonikus H4-gyel teljesen megegyezd aminosavsorrenddel
rendelkezik. Ez felveti azt a kérdést, hogy ezek az alternativ H4 fehérjék valoban rendelkeznek-
¢ a kanonikus megfelel6jiiktol eltéré funkcioval, vagy sem. Erre a kérdésre a Drosophila
melanogaster Histone H4 replacement (H4r) génjének funkcionalis vizsgalataval kerestiik

valaszt.

Immunhisztokémiai vizsgalatok sorozataval kimutattuk, hogy a H4r anyai hatasa
fehérjetermékként keriil az embridba, €¢s minden sejtben megtalalhatod egészen a differenciacio
kezdetéig, amikortol kezdve H4r akkumulacié mutathatd ki, amely a sejtek egy kisebb
koztiik glutaminerg ¢s GABAerg neuronok is, sOt, neuroblasztok is, melyek sejtvonal-

elkotelezett, de nem termindlisan differencialddott sejtek.

A H4r expressziojanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a H4r a H3.3-mal nagy
mértékben atfedd lokalizacidt mutat genomszerte, azonban a H3.3-tdl fliggetlen funkcioja is
van, illetve transzkripcio csendesitéskor a H3.3-tdl eltéré modon nem cserélddik ki kanonikus
megfeleldjére, hanem a korabban aktiv gén promoterén marad a represszio soran is. Ez felveti

annak lehetdségét, hogy a H4r-nek a transzkripcidés memoria kialakitasdban lehet szerepe.

A H4r lokalizacidjanak vizsgalata soran kideriilt, hogy az erdsen expresszalodo ill.
indukalhat6 gének promoterein joval nagyobb mennyiségben van jelen, mint az inaktiv

géneken, igy feltételezhetden részt vesz a génexpresszio aktivacidjaban.
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Bar a szakirodalmi adatok ¢s az itt bemutatisra keriilt eredmények is arra engednek
kovetkeztetni, hogy a H4r szerepet jatszik a hdsokk gének aktivitdsdnak szabdlyozasaban, a
H4r gén expresszidja mégsem valtozik hésokk és regeneracié hatdsira. Ez alapjan a gén
elsddleges szerepe az lehet, hogy a folyamatos expresszioja révén fenntartson egy elérheté H4

fehérje készletet, amely a kromatin atrendezddések soran azonnal felhasznalhato.
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9. Summary

Histones play essential role in regulating cell division and gene expression, maintaining
genome integrity, and differentiating post-mitotic cells. In higher order animals, most canonical
histones have one or more replication-independent variants that may show tissue specific
expression. Nucleosomal alternative histones play a critical role in the homeostasis of post-
mitotic cells and the development of transcriptional memory.

H4 is the most conserved histone in its amino acid sequence, and most organisms do not
have a replication-independent H4 variant. The function of the variants described so far is still
largely unclear. Uniquely among histone variants, some of the replication-independent H4
variants have the same amino acid sequence as canonical H4. This raises the question of
whether or not these alternative H4 proteins actually have a function that is different from their
canonical counterpart. We sought an answer to this question by the functional analysis of the
Drosophila melanogaster Histone H4 replacement (H4r) gene.

We have shown by a series of immunohistochemical experiments that H4r is transferred to
the embryo maternally and is found in all cells until the onset of differentiation, when H4r
accumulation can be observed in a small population of the brain cells. The majority of H4r-
accumulating cells are cholinergic neurons, but glutaminergic and GABAergic neurons, and
even neuroblasts, which are cell line-engaged but not terminally differentiated cells, were also

found among them.

Examining the expression of H4r, we found that H4r has a highly overlapping localization
with H3.3 throughout the genome, but it also has a function independent of H3.3, as it is not
exchanged with its canonical counterpart during transcriptional silencing but remains at the
promoter of the previously active gene during repression. This raises the possibility that H4r

may play a role in the development of transcriptional memory.

Examination of the localization of H4r revealed that it is more abundant on the promoters of
highly or inducibly expressed genes than on promoters of inactive genes, thus presumably

involved in the activation of gene expression.

Although the literature data and the results presented here suggest that H4r plays a role in
regulating the activity of heat shock genes, the expression of the H4r gene does not change upon

heat shock and regeneration. It suggests that the primary role of the gene may be to maintain
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an available pool of H4 protein by its continuous expression that can be used immediately

during chromatin rearrangements.
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- promoteranalizis
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- szekvenalasi adatok kiértékelése

- Ko-immunprecipitacio
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gRNS1 Forward:

gRNS2 Forward:

gRNS3 Forward:

gRNS4 Reverz:

gRNS5 Reverz:

H4r genomi
Forward:

H4r genomi
Reverz:

H4rDel Forward:

H4rDel Reverz:

H4r Kpnl Reverz:

H4r CFLAG
Forward:

H4r CFLAG
Reverz:

H4r NFLAG
Forward:

H4r NFLAG
Reverz:

12. Fiiggelék

TATATAGGAAAGATATCCGGGTGAACTTCGCTGTAAAGCGACGCCATGTT
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

TATATAGGAAAGATATCCGGGTGAACTTCGGTGTGCTAAAGGTACGTTCG
TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

TATATAGGAAAGATATCCGGGTGAACTTCGTGAAAAACTGATTAATTTCT
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACGCCATCTGCGAATTCAAGCTC
GACGTTAAATTGAAAATAGGTC

ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACGGCAGTAGCAGTAGAAAAGG
CGACGTTAAATTGAAAATAGGTC

AGATACGCTAGCAGGCACATTATGCACACAGAAAGGGATG

ATGGTTCAAGAGAAGGCCATGGAGGGAGG

GCAAACTTGTTTACAGCACTCGTTGCG
AGGCGACGGACTCCACGTTACTTAG
TGCGTTCGGTACCGTTTGCGTTGAATACTACTGATTAAG

CATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGTAAGCACGCCCTCTAACC
TCCACATAATAAATAACC

CTTGTAATCGATGTCATGATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTC
CATACCGCCAAATCCGTAAAGGGTGCG

CATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGACTGGTCGTGGAAA
GGGAGGCAAAGG

CTTGTAATCGATGTCATGATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTC
CATTTCTCAGTTGCTTCGTAAAGTTGGCTG
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PAM1gen
Forward:

PAM2gen Reverz:

PAM1plasmid
Forward:

PAM2plasmid
Reverz:

gH4r Forward:

gH4r Reverz:

gH4 Forward:

qH4 Reverz:

Alpha-tubulin at
84B Forward:

Alpha-tubulin at
84B Reverz:

Aktin Forward

Aktin Reverz

Hsp27-HSE
Forward:

Hsp27-HSE

Reverz:

Hsp60A Forward:

TTACCTTTCATCAAACATGGCGTCG

AATTTGCAGTCATACTCACGGGC

CTGCCCGTGAGTATGACTGC

CGACGCCATGTTTGATGAAAGG

TTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGACGA

CGAGTTTCCTCGTAAATCAAGCCAGAG

ACTCATATACGAGGAAACGCGTGG

TTTTTAACCGCCAAATCCGTAGAGGG

TGTCGCGTGTGAAACACTTC

AGCAGGCGTTTCCAATCTG

AAGTTGCTGCTCTGGTTGTCG

GCCACACGCAGCTCATTGTAG

ACTCCCCAGAAAAGAAATGTCAAGA

CTCTCGCATCTTCTGGCTCTTT

TTTGCCAGTTTCGCTTGCTC
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Hsp60A Reverz:

Hsp68 Forward:

Hsp68 Reverz:

Hsp83 Forward:

Hsp83 Reverz:

IND Forward:

IND Reverz:

Gadl Forward:

Gadl Reverz:

rp49 Forward:

rp49 Reverz:

F20 Forward:

F20 Reverz:

F22 Forward

F22 Reverz:

CCCCACGACTGCTCAATGAT

AAGTGTTTGAGGGCGAGAGG

TCAGGATACCGTTTGCGTCC

AGGTGATCCGCAAGAACCTG

GAGGTGTGGAAGCGAAGGAA

CCAGAAGAAGGAGAAACTGGGATCG

TTGTTGCTGCTGCTGCTGG

ATCTCATGCCCACAACAGTGAC

GAACCTTCTCGTTCCGGTCG

CCGCTTCAAGGGACAGTATCTG

ATCTCGCCGCAGTAAACGC

TCAAGCCGAACCCTCTAAAAT

AACGCCAACAAACAGAAAATG

CAGTTGATGGGATGAATTTGG

TGCCTGTGGTTCTATCCAAAC

1. tablazat: Felhasznalt primerek.
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A kanonikus H4 és H4r mRNS-ek szazalékos
megoszlasa kilonb6z6 fejlédési stadiumokban

102%
100%
98%
96%
94%

92%

90%
0-1 6ras embrio 5-6 6ras embrid adult fejek

W kanonikus H4 ® H4r

1. abra: A kanonikus H4 és H4r mRNS-ek szazalékos megoszlasa Kiilonbo6z6 fejlodési stadiumokban. A 0-1
oras embridkban a zigdtikus genomaktivacié el6tti, anyai eredetit H4 és H4r mRNS aranyokat vizsgaltuk, az 5-6
oras embriokban a zigdtikus genomaktivacié utani, de még differencilatlan sejtekben kimutathaté aranyokat
vizsgaltuk, mig az adult fejek a terminalisan differencialodott sejtek kanonikus €s varians H4 aranyokat
reprezentaljak. A qPCR-t a qH4 Forward és qH4 Reverz, valamint a qH4r Forward és qH4r Reverz primerekkel

végeztik, a normalizalast aktinra végeztiik.
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elso bioldgiai replikatumok ¢ (ng/ul) | ChIP input DNS mennyiség (1g)
H4r NK 24,7

H4r HS 17,6 2,63

H4r HS+3h 16,2

H3.3 NK 11,8

H3.3 HS 6,66 2,86

H3.3 HS+3h 13,6

masodik biologiai ¢ (ng/ul) | ChIP input DNS mennyiség (1g)
replikatumok

H4r NK 13,4

H4r HS 11,2 2,39

H4r HS+3h 17,7

H3.3 NK 12,1

H3.3 HS 10,3 2,575

H3.3 HS+3h 14,3

2. tablazat: A ChlP-hez hasznilt kromatin mintak koncentraciéi és felhasznalt mennyiségeik. Az egyes
ellenanyagokkal ezen mintdk harmada lett precipitalva (haromfelé osztas: ellenanyagmentes kontrol — input
kontrol; a-Flag ChiIP, a-H3 ChIP)
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P{w+mC=UAS—Lam.GFP}3-2 Sp CxD
P Tw*; X Wr; —— ——————
d y ! Ccyo ' Cyo’ TM3, Sb1l Ser? g
P{w+mC=UAS—Lam.GFP}3-2 + W S
F1o Swed Bz, X 2 SPgyFlag-HAry
Cyo TM3, Sbl Serl ylwsx’ Cyo

. P{w+mC=UAS—Lam.GFP}3—2 3xFlag—H4r «. P{w+mC=UAS—-Lam.GFP}3—2 3xFlag—H4r
F2 dw*; Ccyo 'TM3, SblsSerl Xow= Ccyo 'TM3, Sbl Serlsy
F3 W*;P{w+mC=UAS—Lam.GFP}3—2; 3xFIag-H4r $
Cyo
Bloomington
Drosophila
d 4 Stock Center
1D
w[1118]; P{w[+mW.hs]=GawB}VGIut[OK371] #26160
P{w[+mC]=Gad1-GAL4.3.098}2/CyO #51630
poysSe. 0 X
'Cy0’ TM3, Sbl serl . P{W[+mC]=ChAT-GAL4.7.4}19B #6798
' Cy0,P{ry[+t7.2]=sevRas1.V12}FK1
w*; P{w[+mW.hs]=GawB}insc[Mz1407] #8751
3 ¢
W*_P{w[+mW.hs]=GawB}VGlut[0K371] ) +
! Ccyo ' TM3, Sbl Serl
W*_P{w[+mC]=Gad1—GAL4—.3.O98}2_ +
! Ccyo ' TM3, Shl Serl X
F1 w*;ci—po; 3xFlag-H4r
W*_P{w[+mC]=ChAT—GAL4—.7.4—}19B_ +
! Ccyo ' TM3, Sh! Serl
W P{w[+mW .hs]=GawB}insc[Mz1407] +
! Ccyo ' TM3, Sbl Serl
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3

P{w[+mW .hs]=GawB}VGlut[0K371]  3xFlag—H4r
cyo 'TM3, Sbl Serl

w*;

P{w[+m(C]=Gad1-GAL4.3.098}2  3xFlag—H4r

*

F2 W 5 ’ 1 1
Cyo TM3, Sb* Ser

W*_P{W[+mC]:ChAT—GAL4-.7.4-}19B_ 3xFlag—Har
! Ccyo 'TM3, SblSer!

W*_{w[+mW.hs]:GawB}insc[le407]_ 3xFlag—HA4r 1
! cyo 'TM3, Sbl Serl

W*;P{w[+mW.hs]:GawB}VGlut[0K371]; 3xFIag—H4r $
Cyo
W*;P{w[+mC]=Gad1—GAL4.3.098}2; 3xFlag-H4r $
F3 v
W*;p{w[+mc]:ChAT—GAL4.7.4-}19B; 3xFlag-H4r $
Cyo
W*;{w[+mW.hs]=GZ;103}inSC[M21407]; 3xFlag-H4r $

/

X

g

W*_P{w[+mW.hs]:GawB}VGlut[0K371]_ 3xFlag—HA4r
! Cyo 'TM3, Sbl Serl

W*_P{w[+mC]:Gad1—GAL4.3.098}2_ 3xFlag—Har
! Cyo 'TM3, Sbl Ser?

W*_P{w[+mC]=ChAT—GAL4.7.4}19B_ 3xFlag—Har
! Cyo 'TM3, SblSerl

W*_{w[+mW.hs]:GawB}insc[le407]_ 3xFlag—HA4r 4
! Ccyo 'TM3, Sbl Serl

w*; P{w*™C=UAS-Lam.GFP}3-2; 3xFlag-H4r $

Roviditett genotipus
P S g i
R s ity Y

A LaminB-GFP-t és 3xFlag-H4r-t egyszerre expresszalo transzgenikus allatok létrehozasat célzo

keresztezési séma.
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5000 bp 5000 bp

1500 bp

500 bp 1500 bp

2. abra: Szonikalt kromatin mintak, melyek a ChIP-seq kisérletek templatjaul szolgaltak. (A H4r-en végzett

ChIP-seq mintak els6 biologiai replikditumanak preparalasat Zsindely Nora és Villanyi Zoltan végezték)
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A w18 (negativ kontroll)

Flag (H4r) DAPI FP, Flag(H4r), DAPI

B w; Act5C-Gald/+; UAS-H4r-3xFlag/+ (pozitiv kontroll)
Flag (H4r) DAPI GFP, Flag(H4r), DAPI

3. abra: A larva agyakon végzett immunhisztokémiai kisérletek kontrolljai. A: negativ kontroll larva agy; B:

pozitiv kontroll larva agy. A 1épték a fels6 abrakon (szemdiszkuszok) 10 um-t, az alsékon (teljes larva agyak) 50

um-t jeleznek.
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TF

p-érték

g-érték

FlyBase 6sszefoglalé

opa

7,69E-06

0,00822

az odd paired (opa) gén egy transzkripcios faktort kodol, amely
pair-rule génként mitkddik a korai embriogenezis soran, valamint
részt vesz a kozépbél morfogenezisében. Az embriogenezis utan
hozzajarul az adult fej morfogeneziséhez, az idegi éssejtek

fejlodéséhez és a cirkadian ritmushoz.

hb

9,62E-06

0,00956

DNS-két6 transzkripcids faktor aktivitast, RNS polimeraz II-
specifikus és RNS polimeraz II cisz-szabalyozo régio szekvencia-
specifikus DNS-ko6t6 aktivitast mutat. Részt vesz a neuronok
létrehozasaban; a neuralis prekurzor sejtek proliferacidjanak
szabalyozasaban; és a transzkripcid szabalyozasaban az RNS
polimeraz II segitségével. A sejtmagban lokalizalodik. Szamos
struktiraban fejezodik ki, beleértve az ektodermalis eredetii
embrionalis szerveket; embrionalis/larva idegrendszerben; az
embrionalis szelvényekben; a csiravonalban; és szomatikus
prekurzor sejtekben. Az emberi IKZF5 (IKAROS family Zinc-
finger 5) ortologja.

pho

1,15E-05

0,0123

A pleiohomeaotic (pho) gén cinkujjfehérjét kodol, amely a
Polycomb valaszelemekhez kotodik, és sziikséges a Polycomb-
group fehérjekomplexeinek kromatinhoz torténd toborzasahoz.

Els6sorban transzkripcios represszor.

fkh

2,73E-05

0,0276

A fork head (fkh) gén egy winged-helix nuklearis transzkripcids
faktort kodol, amely leginkabb a nyalmirigy-képzddésben jatszott
szerepe miatt tanulmanyozott, ahol sziikséges a nyalmirigyek
életképességéhez, invaginacidjahoz €s mas korai expresszioju
nyalmirigy-transzkripcios faktorok expressziojanak
fenntartasahoz. A sage termékével egyiittmiikddve aktivalja a
nyalmirigy -specifikus géntermékek, példaul a szekretalt fehérjék

¢és azok modositd enzimjeinek expressziojat.

Sha

2,88E-05

0,0306

A snail (sna) gén egy transzkripcids faktort kodol, amely
hozzajarul az embrionalis mezoderma fejlodéséhez, a ham-

mesenchymalis atmenethez és az aszimmetrikus sejtosztodashoz.

M1BP

3,88E-05

0,041

Az Motif 1 Binding Protein (M1BP) gén egy transzkripcios
pausing faktort kodol. Az abd-A és Ubx altal kodolt Hox
fehérjékkel valo kolcsonhatéas révén szabalyozza a transzkripciot.

Hozzéjarul a petefészek follikularis sejtjeinek fejlodéséhez.

Hsf

6,13E-05

0,0462

hésokk transzkripcios faktor

slpl

6,33E-05

0,0639

sloppy paired 1 (slpl) a fork-head csalad egy transzkripcios
faktorat kodolja, amely kolcsonhatasba 1ép a gro altal kodolt

korepresszorral. Az slpl terméke a fejlédési folyamatok széles
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skalajat szabalyozza, beleértve az embrionalis szegmentaciot, a
ventralis retina sejtek specifikaciojat és a medulla neuronokat

termel6 neuroblasztok osztodasat.

exd

7,93E-05

0,0826

Az extradenticle (exd) gén egy homeodomain transzkripcids
faktort kodol, amelyet a hth termékének megkotésekor
importalodik a nukleuszba. A hth-exd fehérjekomplex tagjai Hox
kofaktorok, de tovabbi Hox-fiiggetlen funkciokkal is
rendelkeznek, mint példaul az antennak fejlesztésében, a
proximalis fiiggelékek kialakitasaban és a szem differencialatlan

sejjei osztodasanak eldsegitésében.

10.

Dr

7,93E-05

0,0795

A Drop (Dr) egy homeodomain transzkripcios faktort kodol,
amely részt vesz a neuroektoderma ¢€s a szarnydiszkusz
kialakitasaban, a myoblasztok €s neuroblasztok specifikacidjaban,
az izom-, ideg- és gliasejtek megfelel6 fejlodésében, a him nemi

szervek diszkuszaiban és a gliikozanyagcsere szabalyozasaban.

11.

cad

9,66E-05

0,0912

A caudal (cad) olyan transzkripcios faktort kodol, amely olyan
folyamatokban vesz részt, mint az anterior/posterior mintazat
kialakulasa, a szervek morfogenezise és a velesziiletett immun

homeosztazis.

12.

CG4328-
RA

9,66E-05

0,0904

Prediktalt DNS-kot6 transzkripeios faktor aktivitassal, RNS
polimeraz II-specifikus és RNS polimeraz II transzkripcios
szabalyozo régio szekvencia-specifikus DNS-kot6 aktivitassal
rendelkezik. Prediktaltan részt vesz a neuronok
differencialodasaban és az RNS polimeraz II altali transzkripcio
pozitiv szabalyozasaban. Prediktaltan magra lokalizalodik. Tobb
struktaraban fejezdik ki, beleértve az embrionalis agyat;
embrionalis szelvényeket; az embri6 hasi kdzépvonala; €s hasi
idegkdteg. Ennek a génnek az human ortoldgjai az autoszomalis
dominans nem szindromas siiketségben és korom-térdkalacs
szindromaban jatszanak szerepet. Human ortologjai az LMXI1A
(LIM homeobox transcription factor 1 alfa) és LMX1B (LIM

homeobox transcription factor 1 beta).

13.

Cf2

9,83E-05

0,104

A Chorion faktor 2 (Cf2) egy cink-ujj DNS-k6t6 transzkripcios
faktort kodol, amely részt vesz a tliszdsejtek sorsanak

meghatarozasaban és a myogén génexpresszid szabalyozasaban.

3. tablazat: A H4r promoterén azonositott kotéhellyel rendelkezé transzkripcios faktorok és funkcioik
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signaling (G0O:0023052)

response to stimulus (GO:0050896)
metabolic process (GO:0008152)
locomotion (GO:0040011)
developmental process (G0O:0032502)
cellular process (G0O:0009987)

biological regulation (GO:0065007)

biological adhesion (G0:0022610)

[N

1,5 2 2,5 3
Feldusulas

H3.3 mH4r
4. abra: A Hdr ill. H3.3 lokalizaciot mutaté gének f6 funkcionalis kategoriai. X-tengelyen a véletlenszeri
el6fordulashoz képest hanyszoros az adott kategoriaba eso talalatok szama. Az X-tengelyen feltlintetett feldisulas

mértéke azt jelzi, hogy az y-tengelyen abrazolt kategéridkba esé gének szama hanyszorosa a véletlenszeriien

kaphat6 gének szamaval.
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