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Bevezetés

Eukariota sejtekben a DNS sejtmagba torténd becsomagolasat a hiszton fehérjék
keresztiil ezek a fehérjék a genom stabilitasaért és a génmiikodés szabalyozasaért
felelések. A DNS replikacidjahoz kototten kifejez0d6 kanonikus hisztonok minden
sejtben megtalalhatok és poszt-transzlacidos modositasaiktol fliggd modon vesznek
részt az érintett régiok miikodésének szabalyozasaban. Ezzel szemben a
replikdciofiiggetlen  expresszioji  hiszton  variansok a = génexpresszio
szabalyozdsaban specifikus  funkciokkal rendelkeznek, ¢és mutathatnak
sejttipusspecifikus expressziot.

A Drosophila melanogaster kanonikus hiszton génjei egy klaszterben
helyezkednek magas kopiaszamban. Ezzel szemben a hiszton variansok a hiszton
klaszteren kiviil helyezkednek el a genomban, egy példanyban, szerkezetiikben
altalaban kissé eltérnek kanonikus megfelel6iktél, specifikus szabalyozasuk pedig
lehet6vé teszi specifikus szoveti vagy differencialodasi funkciok ellatasat.

A tobbi alternativ hisztontdl eltéréen a H4 varians fehérje (H4r)
aminosavsorrendje megegyezik a kanonikus H4-ével. Annak érdekében, hogy a
H4r-t megkiilonboztethessiik a kanonikus H4-t61 és informaciot nyerhessiink a
szerepérol, epitop-jeloltik a H4r-t, tanulmanyoztuk annak térbeli és iddbeli
kifejezodését, és feltartuk a kromatinban valo lokalizaciojat nukleoszomalis
szinten. Immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a H4r altalanosan kifejez6dik az
embrionalis ¢és larvalis fejlddési allapotokban, de a fejlddd idegrendszerben, a H4r
expresszidja tekintetében enyhe eltérések figyelhetk meg az egyes sejttipusok
nem Kkorlatozodik sejttipusra vagy differenciaciés stadiumra. ChIP-seq
kisérletekkel kimutattuk, hogy a H4r lokalizacidja preferencialis Osszefiiggést
mutat a szabalyoz6 régiokkal, kiilondsen a sejtek stresszre adott valaszaiban részt
vevo gének esetén. Mindent Gsszevetve a kisérleti adatok azt jelzik, hogy a H4r-nek

van a kanonikus H4-t61 eltérd, specifikus varians hiszton funkcidja, amellyel

crer



Felhasznalt modszerek

Mintagyiijtés:

kiilonb6z6 kort embridk gytjtése és dekorionizalasa

L3 stadiumu larvak és 1 napos felnétt szervek boncolasa immunfestéshez
0-5 napos feln6tt allatok gyhjtése, kezelése (hdsokk ill. hésokk és
regeneracio), fagyasztasa, fejek elvalasztasa a test tobbi részétél DNS-,

RNS- és fehérjepreparalashoz

Molekularis biologiai és genetikai modszerek:

a H4r gént célzo guide-RNS-eket kodold plazmid 1étrehozasa ligalas
fliggetlen klonozassal (SLIC)

3xFlag epitop-jelolt H4r-t és dsRed markert hordoz6 plazmid 1étrehozésa
Klasszikus klonozassal

epitop-jelolt H4r-t, valamint az epitop-jelolt H4r mellett sejttipus-
specifikusan kifejez6d6 Lamin B-GFP-t termel6 transzgenikus Drosophila
vonalak létrehozéasa plazmid injektalassal €s keresztezésekkel, epitop-jeldlt
H3.3-at termeld transzgenikus vonal eldallitasa keresztezéssel
immunhisztokémiai vizsgalatok és mikroszkdpia

kromatin-, RNS- és fehérjepreparatumok készitése

hagyomanyos végpont PCR, reverz transzkripcio, qPCR
Tricin-SDS-PAGE és Western blot

kromatin-immunprecipitacio, konyvtarkészités és szekvenalas

Bioinformatikai médszerek:

online adatbazisok hasznalata
plazmid konstrukciok és primerek tervezése (SnapGene)
mikroszkopos képek analizise (ImageJ és Leica LAS AF)

szekvenalasi adatok elemzése (https://usegalaxy.eu/)

statisztikai elemzések (Excel és GraphPad Prism)


https://usegalaxy.eu/

Eredmények és megvitatasuk

1. A H4r expressziojanak nyomon kovetését és mennyiségi analizisét
lehetévé tevo Drosophila vonalak eléallitasa

Mivel a H4r aminosavsorrendje a kanonikus H4-ével teljesen megegyezik, és
a két fehérje csupan az expresszidjukban tér el egymastol, a H4r funkcionalis
vizsgalatdhoz sziikséges volt az, hogy a két H4 fehérjét egymastdl meg tudjuk
kiilonboztetni. Ehhez olyan plazmidokat hoztunk 1étre, mely a H4r gént a
3xFlag epitop taget kodolo szekvenciaval fuzionaltuk. A Flag-taggelt H4r-t termeld
allatok konnyli azonositasa érdekében két loxP rekombinacios hely altal hatarolt
dsRed marker gént inszertaltunk a H4r gént6l downstream. A loxP rekombinacios
helyek segitségével Cre-medialt rekombinacioval késébb eltavolitottuk a dsRed
gént, egy ujabb Drosophila vonalat 1étrehozva, melyet kettés immunfestésekhez
tudtunk felhasznalni. A dsRed piros fluoreszcens szine igy nem befolyasolta az
immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeit. Az igy létrehozott torzset olyan
keresztezésekhez hasznaltuk fel, melyek eredményeként a 3xFlag-H4r-t termeld
allatok sejttipus-specifikusan termeltek GFP-jelslt Lamin B-t. Ezen transzgenikus
allatokat azért hoztuk létre, hogy a H4r sejtspecifikus kifejez6dését nyomon

kovethessiik.

2. A H4r anyai hatasa fehérjeként Kkeriill az embrioba, beépiil a
pronucleusok kromatinjaba, és altalanosan kifejezodik minden sejtben az
embriogenezis soran.

Immunhisztokémiai vizsgélatok sordn megallapitottuk, hogy a H4r a
petefészkek és herék szomatikus sejtjeiben fejezddik ki nagyobb mértékben,
azonban az ivarvonal sejtjeiben mutatott enyhébb expresszidja révén anyai hatasa
fehérjetermékként keriil az embridba, és az anyai és apai pronucleusokba egyarant
beépiil. A pronucleusok egyesiilése utdn a sejtmag-osztodasok soran beépiil a
kromatinba, melyhez a sejt a citoplazmaban jelen 1év6, nagy mennyiségii anyai H4r
készletet hasznalja fel. A H4r a zigotikus genomaktivaciot kovetden minden sejtben

altalanosan kifejezddik az embriogenezis soran.



3. A H4r a sejtek egy kisebb populacidojaban felhalmozodast mutat a
larvakori neuronalis differenciacio soran.

Az agy bizonyos sejtjei a kornyezd sejtekhez képest nagymértékii H4r
felhalmozodast mutattak. 3xFlag-H4r-t és sejttipus-specifikus Lamin B-GFP-t
egylittesen termeld allatokon végzett immunfestések alapjan megallapitottuk, hogy
a H4r-t nagy mennyiségben termeld sejtek tobbsége Kkolinerg neuron, de
megtalalhatok kozottik GABAerg és glutaminerg neuronok is, valamint
neuroblasztok, igy a H4r felhalmozddasa nem kothetd sem sejttipushoz, sem

differenciacids stadiumhoz.

4. A H4r expresszidoja nem valtozik szignifikansan hésokk és regeneracio
hatasara.

Mivel a szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy a H4r-nek a hésokk
gének koriili kromatin szabalyozasaban szerepe lehet, megvizsgaltuk, hogy hogyan
valtozik a H4r gén expresszidja mRNS- és fehérjeszinten, valamint a kromatinba
beépiildé H4r mennyisége hdsokk ill. azt kovetd regeneracid hatasara. qPCR ¢és
western blot analizisek eredményei alapjan sem az mRNS, sem a fehérje
termel0dése nem valtozik szignifikdnsan a vizsgalt kornyezeti hatdsokra, és a
kromatinba beépiilé6 H4r mennyisége is allando marad. Ezek alapjan a H4r alacsony
szintli, de folyamatos expresszidja elegendé H4 fehérjét biztosithat a kornyezeti

stimulusok hatasara bekovetkez6 kromatin atrendez6désekhez.

5. A H4r preferencialisan kotédik specifikus kromatinrégiokhoz

Mivel az agyban a H4r bizonyos sejtekben akkumulaciot mutat, mely nem jar
a H4r-t felhalmozo sejtek kromatinjanak fokozottabb tomoritésével, valamint a H4r
expresszioja a nem-osztddo sejtekben erdteljesebb, mint az osztédod sejtekben, a
fokeént differencialodott sejteket tartalmazo agyban vizsgaltuk a H4r lokalizacigjat.
Annak megallapitasahoz, hogy a kanonikus H4-gyel megegyezé aminosav-
szekvencidjanak megfelelden a kanonikus hisztonokhoz hasonld eloszlast mutat-e
a genomon, vagy a hiszton variansokra jellemzd expresszidjanak koszonhetden
varidnsokra jellemzd sajatossagokat mutat-e az eloszlasa, a H4r lokalizaciojat a

kanonikus hiszton H3-mal ill. a varians H3.3-mal hasonlitottuk 6ssze. Ehhez olyan



allatokat hasznaltunk fel, melyek 3xFlag epitop-jelolt H3.3-at termelnek az agyban.
fgy Flag és H3 specifikus ellenanyagokkal végzett ChIP-seq adatok alapjan
megallapitottuk, hogy a H4r eloszlasa a H3.3-mal nagyfoku hasonldsdgot mutat, €s
¢lesen eltér a kanonikus H3-t6l. Mig a kanonikus H3 a disztalis intergenikus
régiokban volt abundans, a H4r és a H3.3 zommel gének promoterein
lokalizalodott. Ez felvetette annak lehetségét, hogy a H4r-nek specifikus szerepe
lehet a transzkripcid aktivacio ill. represszio szabalyozasaban. Megvizsgalva a H4r
¢s H3.3 nukleoszomak szaméhoz viszonyitott atlagos mennyiségét az egyes
géneken megallapitottuk, hogy ez a két hiszton varians szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben fordul eld az aktiv és indukalhat6 géneken, mint az inaktiv géneken.
Ezez az eredmények tovabb erdsitik azt a feltételezést, hogy a H4r-nek szerepe lehet

a transzkripci6 aktivacidban.

6. A H4r és a H3.3 mennyisége megné a hésokk-géneken, azonban a
regeneracié folyaman bekovetkezo transzkripcios represszio soran csak a H4r
marad az érintett gének promoterein.

A hodsokk géneken hdsokk hatdsara a H4r és H3.3 nukleoszémak szadmahoz
viszonyitott eléforduldsi gyakorisdga megnd, igazolva a két alternativ hiszton
transzkripcid aktivacioban betoltott szerepét. Regeneracio soran azonban a hdsokk
gének csendesitddnek, ami a nukleoszomak szamanak novekedésével jar, ezzel
Osszhangban a két fehérje abszolit mennyisége is jelentésen megnd, a H4r-¢
jobban, mint a H3.3-¢. Bar a nukleoszomak szamahoz viszonyitott relativ valtozas
egyik varians esetében sem szignifikans, a H4r-é kismértékben névekszik, a H3.3-
¢ viszont lecsokken, vagyis a regeneracio soran visszaépiilé nukleoszomak nagyobb
részt Hd4r-t tartalmaznak kanonikus H4 helyett, és inkabb kanonikus H3-at
tartalmaznak H3.3 helyett. Ez ahhoz a feltétezéshez vezet, hogy bar a két varians
lokalizacioja nagymértékben atfed és mindketten részt vesznek a transzkripcid
aktivacioban, a H4r-nek lehet a H3.3-t0] fiiggetlen funkcidja is, a represszalt
géneken maradva szerepet jatszhat a transzkripcids memoria kialakitasaban,
lehetévé téve az egyre gyorsabb és erdsebb transzkripcids valaszt a stimulus

1smétlodése esetén.



Osszefoglalas

A dolgozatban bemutatott eredmények a csoportunkban végzett epigenetikai
kutatasok szerves részét képezik. Kisérleti eredményeinkkel bebizonyitottuk, hogy
a H4r-nek a kanonikus H4-gyel megegyez6 aminosav-szekvenciaja ellenére varians
funkciodi vannak: eloszldsa a genomon hiszton varians jelleget mutat, részt vesz a
paternalis pronucleusban a protamin hisztonokra torténé kicserélédésében, a
transzkripci6  aktivacidjaban, az  indukalhatdé  gének  expresszidjanak
szabalyozasaban, ¢és lehetséges szerepet tolthet be a transzkripcios memoria

kialakitasaban is.
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