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A tamogatassal végzett munka korabbi OKTA projekt (T046414) eredményein alapuld kutatas
volt, amelyben az altalunk azonositott és részben jellemzett hiszton acetiltranszferaz (HAT)
komplexek miikodésérdl kivantunk 0j adatokat nyerni. 2008-ban olyan kisérleteket terveztiink,
“amelyekkel valaszt nyerhetiink arra, hogy (1) mely gének elsédleges célpontjai a SAGA és
ATAC kozremuikodésével megvalosuld transzkripeid szabalyozasnak, (2) vannak-e és ha igen,
mik a kozos jellemz6i a SAGA ¢és az ATAC komplexekkel szabalyozott géneknek, (3) az ADA2
adaptor fehérjék milyen modon hatarozzak meg a komplexek specifikus hatasat és (4) az ADA2b
fehérje altalunk azonositott kiillonbozo izoformai mi médon jarulnak hozza a GCN5-6t tartalmazo
HAT komplexek miikddési sokoldalisagahoz?” A projekt négy éve soran valamennyi feltett
kérdésre valaszt adtunk. A munkatervben megfogalmazott kérdéseket kozvetleniil érintd
eredményeinket négy, nemzetkézi szaklapokban megjelent dolgozatban kozoltik, egy
Osszefoglald kozleményt a témaban felkérésre késziilt. Az elért eredmények részét képezik
tovabbi nyolc mar megjelent és egy megjelenés alatt 1¢vo kozleménynek, amelyekben a vizsgalt
HAT komplexek és a transzkripcioban résztvevd egyéb faktorok kolcsonhatdsat és a hiszton
acetilaci6 daganatokban és drogrezisztencia kialakulasaban jatszott szerepét vizsgaltuk. Az
eredményeken alapulva megvaldsult két PhD fokozat szerzés, egy tovabbi pedig részben alapult a
tamogatassal végzett munkan. Az eredmények tovabbi része az elkdvetkezd idészakban fog

tovabbi kozlemények és doktori disszertaciok elkészitéséhez hozzajarulni.

Legfontosabb, mar kozlésre keriilt eredmények:

DNS microarray hibridizacids technikat alkalmazva osszehasonlitottuk vad tipust és Ada2
mutans Drosophila torzsek teljes RNS tartalmat. Megallapitottuk, hogy az ADA2b hianyaban a
SAGA hiszton acetiltranszferaz komplex kevésbé hatékonyan miikddik, amit a hiszton3 9. és 14.
lizin (H3K9 és K14) acetilacio szintjének csokkenése jelez. A csokkent szintli SAGA miikddés
normal novekedési feltételek mellett viszonylag kevés gén transzkripcié szintjét befolyasolja. A
SAGA miukodésének hianya 6sszesen 400-500 gén mRNS szintjében okoz legalabb kétszeres
emelkedését, vagy csokkenését. Legnagyobb szamban a stressz valasz kialakitasaban szerepet

jatszd gének, legfoképpen pedig a mikrobialis fertézések hatasara bekdvetkezd védekezési
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reakciokban szerepet jatsz6 gének transzkripcié szintjében figyelhetok meg valtozas. A SAGA
kozvetlen hatasat az Ada2b mutansokban fokozott, vagy csokkent miikddést mutatd egyes
géneken kromatin immunoprecipiticié (ChIP) kisérletekkel mutattuk ki. A ChIP kisérletekben
SAGA-specifikus hiszton modifikaciot (H3Kl14ac és H3Kl4ac), valamint ADA2b és RNS
polimeraz kotddést vizsgaltunk a kivalasztott gének szabalyozd régidiban. Kisérleti
eredményeink arra utalnak, hogy a SAGA kozvetitette hiszton acetilacié relativ valtozasa
aranyban all a mutaci6 hatasara bekovetkez6 transzkripci6 valtozas mértékével. Az eredmények
alapjan az a kovetkeztetéslink, hogy az acetilacid jobban hozzaférhetévé teszi a géneket
szabalyozo faktorok szamara. A szabalyozé faktor természetétdl fliggden, ennek hatasa lehet
pozitiv, vagy negativ is. Az alapallapotban is intenziven atirt gének transzkripcidjara SAGA
hatasa gyakorlatilag elhanyagolhato. Olyan gének esetében, amelyek mikodése csak specialis
viszonyok mellett sziikséges, a SAGA okozta hiszton mddositds jelentds transzkripcid valtozast
eredményez (Zsindely et al. 2009). A SAGA miikodésére tett megallapitasaink jol 6sszhangban
allnak mas laboratoériumok ¢élesztd és emlds sejtekben vizsgalataval tett megallapitasaival a
komplex miikdodésérél. Osszhangban adatainkkal, a SAGA komplex més rendszerekben is
elsodlegesen a sejtben bekovetkezd, vagy azt érd stresszre adott transzkripcidés valasz

1étrejottében jatszik modulald szerepet.

Ellentétben a viszonylag kevés gént szabalyozo SAGA komplex-el, az ATAC t6bb ezer gén
transzkripciojanak szabdlyozasaban jatszik szerepet. E komplex szerepére az AT AC-specifikus
ADA2a alegységben mutins 4llatok transzkriptomjanak analizisével nyertiink adatokat.
Jellegzetes ATAC altal szabalyozott géncsoportot alkotnak a szteroid hormon bioszintézis
Iépéseit katalizald citokrom fehérjéket kodolo gének. E citokrom enzimek génjei - ellentétben
mas citokromokkal - ATAC mutansokban a normalistol sokkal alacsonyabb szinten miikddnek. A
citokrém gének alacsony szintli expresszioja a rovar egyedfejlodését szabalyozo ekdizon hormont
termeld mirigy sejtekben csdokkent hormon szintet eredményez, ami a fejlédés megrekedését és az
allatok pusztulasat okozza. E kovetkeztetés helyességét egyértelmiien bizonyitja, hogy az ATAC
funkcio helyreallitisa a hormont termel6 mirigysejtekben megsziinteti a fejlodési
rendellenességet. Ez egyik elsé bemutatdsa a szakirodalomban annak, hogy egy hisztont
modositd komplex koordinaltan szabalyozza egy bioldgiai folyamatban egyiittmikodé gének

csoportjanak transzkripciojat (Pankotai et al. 2010).
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Az ATAC és SAGA komplexek eltéré funkcidja részben, vagy egészben annak az eredménye,
hogy eltér6 a hisztonok iranti affinitasuk. Mint korabbi munkankban kimutattuk, a SAGA
hiszton3, az ATAC pedig hiszton4 lizin oldallancokat acetilal. Ez a megfigyelés kiilonosen
érdekes, mert az ADA2a és ADA2b alegységektol eltekintve az acetilaciés modult mindkét
komplexben ugyanolyan alegységek alkotjadk. Annak kideritésére, hogy mi hatdrozza meg az
ADA?2 fehérjék az egyik, vagy masik komplexbe épiilését hibrid fehérjék termelé Drosophila
vonalakat hoztunk létre. Ezek részletes analizisével megéllapitottuk, hogy az ADA2a és ADA2b
fehérjék részeinek felcserélésével létrehozott hibridek attol fliggéen képesek Ada2 mutansokban
a SAGA vagy ATAC hidnyos miikddése okozta fenotipus jegyeket megsziintetni, hogy melyik
fehérje C-terminalis részét tartalmazzak. Azaz, az ADA2 C-terminalis rész meghataroz6 szerepet
jatszi a fehérje komplexbe épiilésében €s az ott kialakitott kdlcsonhatasokkal a komplex
hisztonok iranti affinitasaban (Vamos ¢s Boros, 2012).

Kilonbozé élélények SAGA és ATAC komplexeinek Osszehasonlitdsa arra a kovetkeztetésre
vezet, hogy az evollicid soran e hiszton acetiltranszferaz komplexek szerkezeti és miikodési
sokfélesége egyarant boviilt. Ennek egyik bizonyitékat szolgaltatjak eredményeink a kiilonb6zo
ADA2b izoformat tartalmazo komplexek mikodésének dsszehasonlitasarol. Teljes transzkriptom
analizist végezve az ADA2b rovid és hosszu izoformat kifejezé allatokon megallapitottuk, hogy
specifikus gének transzkripcidjat a két izoforma eltérd mértékben valtoztatja meg. Roviden tehat
adataink példat szolgaltatnak arra, hogy az eltér6 adapter fehérjék hasznalata hozzajarul a HAT
komplexek miikodési sokféleségéhez (Pankotai et al. 2013).

A hiszton modositasok és génmiikddés valtozasok kozotti kapesolat leirasara jol jellemzett rovar
gének aktivitas valtozasainak és a szabalyozo régiokban lezajlo hiszton modositas valtozasok
Osszefliggését jellemeztiik. Megallapitottuk, hogy a hiszton H3 lizin 23 oldallanc acetilacios
allapota szoros Osszefliggést mutat az ekdizon hormon okozta génaktivacioval, mig, a hiszton H3
lizin 9 és hiszton H4 lizin 8, 12, 16 oldallancok acetilaciés allapota csak kismértékben valtozik a
transzkripcio intenzitasanak valtozasaval. Ez 6sszhangban van a SAGA és ATAC komplexek
fontiekben 0Osszefoglalt moduldld szerepével. Eredményeink arra utalnak, hogy a hiszton
modositasok jelentds része velejardja, de nem okozoja a megndvekedett transzkripcid
aktivitasnak. A modositasok a transzkripcidohoz sziikséges nyitott kromatin allapot fenntartasaban

Jjatszanak szerepet.
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A hiszton modositasokra vonatkozé eredményeinkrdl szamos hazai €s nemzetkozi konferencian
eldéadas és poszter forméajaban beszamoltunk és felkérésre dsszefoglald kozleményt készitettiink
(Boros, 2012)

A transzkripcié szabalyozas egyéb faktorainak analizise tekintetében érdekes megéllapitasokat
tettiink az ADA2a fehérjével egy transzkripcios egységrol szintetizalodo RNS polimeraz 11 (Pol
1) alegység (RPB4) mikodésérol. Kimutattuk, hogy ez a Pol 1I alegység a Drosophila sejtekben
¢letfontossagl szerepet jatszik és kapcsolodasa a kromatinhoz nem kizarélagosan csak az aktiv
RNS polimerdz komplexekkel egyiitt torténik. Egy masik kisérlet sorozatban az RNS polimeraz
modositasra specifikus FCP1 foszfataz szerepét vizsgaltuk és jellemeztiik. El6szor hoztunk 1étre
olyan kisérleti rendszert, amelyben a foszfataz szerepe genetikai eszkozokkel is vizsgalhato. A
rendszer alkalmazasaval kimutattuk, hogy az FCP1 foszfataz miikodése biztositja peteképzddés
soran a rendkiviil intenziv transzkripciot, amivel az egyedfejlodés legkorabbi fazisahoz sziikséges
mRNS készlet 1étrejohet.

A Drosophila kisérleti rendszer hasznalata mellett kisérleteinkkel igyekeztiink adatokat nyerni a
hiszton acetilacio szerepérdl emlds sejtekben is. Vizsgaltuk az acetilacio valtozasat daganatok
kialakulasaval jar6 epithelium-mesenchima tranzicioban, és a daganatokra jellemz6 drog-
rezisztenciat okozo gének kifejezddésében. Eredményeink, melyek jelentds része mar kozlésre
keriilt, alapul szolgalnak tovabbi kisérlet tervek és megkozelitések kidolgozasara az ezekben az

Osszetett folyamatokban miikod6é molekularis mechanizmusok feltarasara.



