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1. Bevezetés

Eukariotakban a transzkripcid iniciacid elsd 1épése
soran a TFIID kotodik az atirando gén promoteréhez. A TFIID
a promoterekben gyakran megtalalhatdé TATA szekvencidhoz
kapcsolodd TBP-bdl, valamint TAF fehérjékbdl all. A humdn
és a Drosophila TFIID kozponti része az abban el6forduld
TAF-ok tekintetében megegyezik: a TAF4, TAFS5, TAFG,
TAF9, és TAF12 fehérjék mindegyike két kopidban van jelen
és kétoldali szimmetrikus ,,core” TFIID komplexet alkotnak,
melyhez a TAF8-TAF10 heterodimer kapcsolddik. Ehhez a 7
kiilonb6z6 TAF fehérjébdl allo szub-komplexhez kapcsolodik a
tobbi TAF fehérje, valamint a TBP is, melyek egy-egy kopidban
fordulnak eld a komplexben. A TAF fehérjék azonban nemcsak
a TFIID komplex részei, hanem hiszton acetil-transzferaz
(HAT) komplexekben is eléfordulnak. A HAT fehérjék az
acetil-csoport athelyezését katalizaljak acetil-koenzim A-rél
hiszton fehérjék lizin aminosav oldallancokra, ezaltal egy
nyitottabb kromatin szerkezet kialakulasahoz jarulnak hozza.
Drosophildban két GCN5 tartalmu hiszton acetil-transzferaz
komplex van, a dSAGA és az dATAC. Mind a dSAGA, mind
az dATAC komplex tobb alegységbdl épiil fel. A HAT modult
alkoto dADA3, a dGCN5 ¢és a dSGF29 alegység azonban
mindkét komplexben megtalalhaté. A kozos HAT modul



alegységek ellenére az dATAC és a dASAGA komplex eltérd
biologiai folyamatok szabalyozasdban vesz részt és a két
komplex eltérd szubsztrat specificitassal rendelkezik: a H3 9-es
s 14-es lizin acetilacid dSAGA specifikus, mig a H4 5-6s és 8-
es lizin acetilacioban az dATAC jatszik szerepet.

A Drosophila melanogaster-ben a human TAF10 két
homologjat azonositottak: a dTAF10 és dTAF10b fehérjéket.
Irodalmi adatok azt feltételezik, hogy a dTAF10 a dTFIID, a
dTAF10b fehérje a dSAGA komplex részét képezi. Mindkét
fehérje rendelkezik a TAF10 szupercsaladra jellemzd
konzervalt C-terminalis doménnal, N-terminalis doménjiik
azonban kiilonboz4. A két fehérje aminosav sorrendje 48%-ban
megegyezik egymassal. A dTAF10b a humdn TAF10 aminosav
sorrendjével Osszehasonlitva 54%-os egyezést mutat, mig a
dTAF10 és a hTAF10 kozotti hasonlosag 48%. Jelenleg kevés
informaci6 all rendelkezésre a dTAF10 és dTAF10b fehérjék
hiszton acetiltranszferaz aktivitasat, illetve részt vesznek-e a
dTFIID 6sszeszerelodésében.

Dolgozatomban a dTAF10 és dTAF10b-t nem
tartalmazo Drosophila torzsek felhasznalasaval a dTAF10

tartalmi komplexek funkcionalis vizsgalatat végeztem.



2. Célkitiizéseim

2.1. Megallapitani azt, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék

hogvan  befolyasoljak a  Drosophila melanogaster

egyedfejlodését.

2.2. Megallapitani azt, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék

hogvan befolvasoljak a dSAGA hiszton acetiltranszferaz

komplex miikodését.

2.3. Meghatarozni azt, hogy a dTAF10/dTAF10b fehérjék

hogvyan befolyasoljak a dTFIID komplex osszeszerelodését.




3. Alkalmazott modszerek

Taf10 mutans Drosophila torzsek fenotipusanak
jellemzése, letalis fazis meghatarozasa
dAda2b®*? dTaf10%°, dAda2a™®® mutans
Drosophila larvak transzkriptom analizise DNS
microarray modszerrel

H3K9-, H3K14-, H4K8- ¢s H4K12- acetilacio
szintjeinek meghatarozasa L3-as larvak
nyalmirigy kromoszémainak immunfestésével
H3K14 acetilacios szintjének meghatdrozasa
Western blottal

ADAZ2b lokalizacidjanak meghatarozasa
immunhisztokémiai modszerrel L3-as larvak
nyalmirigy oriaskromoszomain

dTAF1, dTAFS5, dTAF10 és dTBP fehérjék
szintjének vizsgalata immunfestéssel L3-as larvak
nyalmirigy oriaskromoszomain

dTAF1, dTAF5, dTAF6 és dTBP fehérje
szintjének vizsgalata Western blottal
dTAF4-dTAF5 kolesonhatas vizsgalata ko-
immunprecipitacioval

ekdizon és koleszterin etetése dTaf10%%° mutans

larvak fejlodésére kifejtett hatdsanak vizsgalata



dTafb5, dTaf8, dTafl0 expresszidjanak csokkentése
gylrtimirigyben RNS interferenciaval
Ekdizon bioszintézisben résztvevé P450 citokrom

gének expresszidjanak vizsgalata RT-PCR-ral



4. Eredménvek

1. Laborunkban korabban, P-elemet hordozo6
transzgenikus Drosophila vonal felhasznalasaval, dTafl0b
illetve dTafl0 géneket érintd deléciot hordozoé null mutans
allatokat hoztak 1étre. A dTafl0% torzsben a delécio 900
bazispar hosszusagu, érinti a dTafl0, illetve a dTaf10b géneket,
ugyanakkor a szomszédos génekre (Aph-1, Colt) nem terjed Ki.
Fenotipus  vizsgalatok soran azt lattuk, hogy a
dTAF10/dTAF10b fehérjék hianya késéi L3, illetve bab
letalitast okoz. A vizsgalt dTafl0%® deléciot tartalmazod
Drosophila larvak 60%-a abnormalis babot formal, 40%-a
pedig a kés6i L3 stadiumban pusztul el.

2. Habar a dTAF10b fehérje a dSAGA acetil-transzferaz
komplex része, a dTAF10/dTAF10b hidnyos allatok
transzkriptom analizise az dATAC (dADA2a™®) mutansokhoz
hasonl6 génexpresszio valtozasokat eredményezett. Ezekbol az
eredményekbol arra kovetkeztettiink, hogy az dATAC és a
dTAF10/dTAF10b tartalma dTFIID komplex hasonl6 bioldgiai
utvonalak szabalyozasaban vehetnek részt.

3. Immunfestéssel vizsgaltuk, hogy a dTAF10/dTAF10b
hianya hogyan befolyasolja a dSAGA specifikus H3K9-,
H3K14-, valamint az dATAC specifikus H4K8- és a dGCN5

fliggé H4K 12-acetilacio szintjét a politén kromoszomakon. Azt
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tapasztaltuk, hogy az dATAC specifikus H4K8- és a dGCN5
specifikus H4K12-acetilacié szintje nem valtozott, mig a
dSAGA specifikus H3K14-acetilacié szintje csokkent a
kontrollhoz viszonyitva. Kisérleteink megerdsitik, hogy a
dTAF10b a dSAGA komplex része és a dTAF10/dTAF10b
hianya nem befolyasolja az JATAC HAT aktivitasat.

4. Tovabbi kisérleteinkben immunfestéssel vizsgaltuk,
hogy a dTFIID ¢és a dSAGA alegységek megfigyelheték-e a
Drosophila  politén kromoszomakon dTAF10 fehérjék
hianyaban. Azt tapasztaltuk, hogy a dTAF10 fehérjéket nem
tartalmazo Drosophila térzsekben a dTAF5 fehérje mennyisége
csokken a kromoszomakon, azonban a dTAF1 és a dTBP
mennyisége a kontrollhoz képest nem valtozik. Tovabba a
dADA2b dSAGA alegység lokalizacidja sem valtozik a
kromoszomak kiilonb6zd régidiban a kontrollhoz viszonyitva.
Mivel a dTAF5 hianya a dTFIID degradaciojat is eldidézheti,
Western-blot segitségével megvizsgaltuk az egyes dTFIID
alegységek fehérjeszintjét kontroll és dTAF10 fehérjéket nem
tartalmazo Drosophilakban. A kontroll és a dTAF10 hianyos
allatokban kozel azonos dTAFS5 és dTAF1 fehérje szintet
detektaltunk, mig a dTBP és a dTAF6 fehérjék szintje a
kontrollhoz képest jelentésen lecsékkent. Eredményeinkbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a dTAF10 fehérjék nincsenek

hatassal a dTAF5 fehérje szintjére, viszont a jelenlétiik
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sziikséges ahhoz, hogy a dTAFS5 tartalmi dTFIID ko6t6dni
tudjon a gének promoter régiovihoz. Ezzel ellentétben a dTAF1,
valamint a dTBP tartalma dTFIID lokalizacidja nem fligg a
dTAF10/dTAF10b fehérjék jelenlététol.

5. A dTAF4 és a dTAFS fehérjék kolcsonhatasanak
kozponti szerepe van a dTFIID komplex integritasanak
fenntartasdban. Kisérleteink soran ko-immunprecipitacioval
vizsgaltuk, hogy a dTAF4-dTAF5 interakcio kialakulhat-e
dTAF10 fehérjék hianyaban is. Azt tapasztaltuk, hogy a dTAF4
és a dTAFS fehérjék kozti kolesonhatds kimutathat6 a kontroll
és a dTAF10 fehérjéket nem tartalmazo transzgenikus
larvakban is. Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy
a dTAFI10 fehérjék hianyaban is kialakulhat funkcionalisan
miik6dé dTAF4 és dTAFS5 tartalma dTFIID komplex.

6. Fenotipus vizsgalatok soran azt lattuk, hogy a dTaf10%%®
mutans allatok koriilbelill 40%-a késéi L3 stadiumban
elpusztul. Korabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a dATAC
mutansok L3 larvalis letalitisa az ekdizon hianya miatt
kovetkezik be, ezért feltételeztiik, hogy a dTAF10 fehérjéket
nem tartalmazd Drosophilakban is az ekdizon hianya lehet
felelds az L3 végi letalitasért. Ezért a dTaf10%® L3 larvakat
ekdizonnal kiegészitett standard, illetve normal taptalajon
neveltiik. Azt lattuk, hogy az ekdizonnal kiegészitett taptalajon

fenntartott larvak tobb, mint 80%-a elérte a bab stddiumot.



Eredményeinkbdl feltételeztiik, hogy az L3 végi letalitas az
ekdizon hianya miatt kovetkezik be és megvizsgaltuk, hogy ezt
mi okozhatja. Az ekdizon a taplalékkal felvett koleszterinb6l
szintetizalodik a gylrlimirigy sejtjeiben, majd a hemolimfaba
szekretalodik, ahol a zsirtestben expresszalodé shade altal
kodolt enzim atalakitja 20-hidroxi-ekdizonna. Ekdizon hianyos
allapotot okozhat az, ha nem all rendelkezésre elegendd
koleszterin, melyet a larvak a taptalajbol vesznek fel. Ezért
dTaf10% larvakat koleszterinnel kiegészitett normal taptalajon,
valamint standard taptalajon tartottuk fent. Azt lattuk, hogy a
koleszterin nem menekitette az L3 végi letalis fenotipust.
Ezaltal megéllapithato, hogy az ekdizon hiinya a dTaf10%
mutansoknal nem abbdl adodik, hogy nem all rendelkezésre
elegendd metabolikus prekurzor az ekdizon szintéziséhez.

7. Tovabbi kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a dTAF10
hianya befolyasolja-e a gylrimirigyben végbemend ekdizon
szintézist. Ehhez el6szor azt vizsgaltuk, hogy a dTafl0 mRNS
szintjének csokkentése RNS interferencia modszerrel
specifikusan a gylriimirigyben milyen fenotipust eredményez.
Azt lattuk, hogy a dTafl0 expresszidjanak csokkentése - a
dTaf10%® mutansokhoz hasonléan - L3 végi-korai bab letalitast
eredményezett. Az ekdizon etetés azonban menekitette a
dTafl0 expresszi6 csokkenése miatt kialakuld L3 végi letalitast.

Ezért feltételeztik, hogy a dTAF10 hianya befolyasolja a

9



gylrtimirigyben végbemend ekdizon bioszintézist. Tovabbi
kisérleteinkben azt 1attuk, hogy nemcsak a dTaf10 de a dTaf5 és
a dTaf8 gylirimirigybeli expresszidjanak csokkentése is L3
végi letalitast eredményezett. Ekdizon etetése, hasonloan a
dTafl0 estében tapasztalthoz, a dTaf5 és a dTaf8 expresszio
csokkentése miatt kialakult L3 végi letalis fenotipust is
menekitette. Eredményeink azt sugalljak, hogy a dTAFS,
dTAF8, dTAF10 tartalmi dTFIID komplex fontos szerepet
jatszik a gytirimirigyben végbemend ekdizon szintézisben.

8. Kutatécsoportunk  kordbban kimutatta, hogy az
dAda2a®® (dATAC) mutinsokban az ekdizon szintézisben
résztvevé Halloween gének expresszidja csokken. Microarray
adatok Osszehasonlitdsaval pedig azt tapasztaltuk, hogy a
dTAF10/dTAF10b  hianyaban kialakuld  transzkripcios
valtozasok nagy mértékben hasonlitanak a dADA2a hianyaban
bekdvetkezd transzkripcids valtozasokhoz. Ezért vizsgaltuk,
hogy dTAF10/dTAF10b hianya befolyasolja-e az ekdizon
bioszintézisben szerepet jatszé gének expressziojat. A
microarray adatok azt mutattdk, hogy a dTaf10%® mutdnsokban
csokken a  gylirimirigyben  expresszalodo — ekdizon
bioszintézisben szerepet jatszoé Halloween gének (spookier,
phantom, disembodied, shadow, neverland) mRNS szintje. A
periferialis szovetekben expresszaléodd shade mRNS szintje
viszont emelkedett dTAF10/dTAF10b hiany esetén.
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Eredményeink azt sugalljak, hogy a dTAF10/dTAF10b
tartalmi  komplexek befolyasoljak a  gylrlimirigyben

expresszalodd Halloween gének transzkripcidjat.

A dAda2a™® valamint a dTafl0% mutansok
micorarray adatainak Osszehasonlitasanal azt lattuk, hogy az
ekdizon bioszintézisben résztvevo gének expresszids mintazata
a dATAC és a dTaf10%® mutansokban nagymértékben hasonlit.
Eredményeink arra utalnak, hogy az dATAC, valamint a
dTaf10%® mutansokban tapasztalt transzkripcios valtozasok
nagyrészt az ekdizon hormon hidnya miatt alakulnak ki,
tovabba, hogy mind az dATAC, mind a dTAF10/dTAF10b
tartalmi komplexek miikodése nélkiilozhetetlen az ekdizon

altal szabalyozott egyedfejlodésben.
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