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Jelen palyazat azt tizte ki céljaul, hogy meghatarozzuk és jellemezzik az ekdizon
indukalta génaktivacié soran in vivo bekdvetkezd hiszton modositasokat és azok iddbeli
valtozasait; azonositsuk az ezek Ilétrehozasaért feleldos fehérje faktorokat, valamint

megvizsgaljuk e modositasok szerepét a génaktivacio folyamataban.

A prodzsekt teljesitése soran a kitlizott kutatasi célokat dontd részben teljesitettiik. Az
elért eredmények egy részét két szinvonalas, az OTKA tamogatast feltiintetd nemzetkdzi
kozleményben publikaltuk (Nucl Acid Res., Mol Cell Biol.), melyek Osszesitett impakt faktora
13,5. Emellett tovabbi 1-2, a prodzsekt soran nyert eredményeken alapulé kozlemény
megjelenése varhatd. A prodzsekt eredményeirdl rendszeresen beszamoltunk szamos hazai, és
nemzetkozi konferencian.

A palyazati munka eddig nem publikalt tovabbi eredményeit a kovetkezo 2 éven beliil
tervezziik megjelentetni, ezért kérem, hogy a pdlyazat mindsitését az OTKA kiegészito
eljarasban késobb modositsa. Ugyanezen okbol kérem, hogy a zarojelentés anyagat publikus

adatbazisba (REAL) a kovetkezo 12 honapban egyelore ne toltsék fel.

Lényeges személyi eltérések a palyazatban foglaltakhoz képest nem torténtek. A
palyazatban egyediil nevesitett Bodai Laszlo témavezetd mellett a prodzsekt végrehajtasaban
részt vett Zsindely Nora PhD hallgatd, valamint harom egyetemi hallgatdé készitette a
szakdolgozatat a palyazat altal tdmogatott témaban (Neparaczki Endre, BSc 2009., Gaspar

Renata, MSc 2011., Krist6 Ildiko, MSc 2011.).

Bodai Laszlo OTKA PD72491 zarojelentés, 2011.03.21. 1/7



A kutatas fobb eredményei:

Az eredeti kutatasi terv szerint az ekdizon valaszt exogén mddon adagolt hormon
analoggal kivantuk indukalni, azonban azt taldltuk, hogy intakt larvdk Ponasterone A
kezelésével nem valthato ki a vizsgélt géneknek az endogén ekdizon hullamkor megfigyelhetd
drasztikus aktivitasvaltozdsa. Ezért a késobbi kisérletekben szinkronizalt larvédkban az

endogén ekdizon indukci6 hatasara bekovetkez6 valtozasokat vizsgaltuk.

Az Eip74EF és Eip75B gének expresszioja a harmadik larvastadium soran

Az Eip74EF (E74) és Eip75B (E75) korai ekdizon indukdlta gének komplex
transzkripcids egységek, amelyek tobb promoterrdl szamos transzkriptum varianst termelnek.
Vizsgalataink soran olyan promdterek kromatin szerkezetének analizisét tliztiik ki célul,
melyek az ekdizon valasz soran eltéré modon aktivalédnak. Harom promotert, az E74 gén RA
¢és RB, valamint az E75 gén RC promoterét teszteltiink arra nézve, hogy megfelel-e ennek a
kritériumnak. Ehhez a harmadik larvastadium soran vizsgaltuk a promoterekrél képzodo
nascens RNS mennyiségét. Az E74-RA promdter kikapcsolt allapotban van az L3 stddium
elsd 36 orajaban, majd 8 draval a babozodas eldtt erdsen indukalodik. Az E74-RB prométer az
L3 stadium soran végig magasabb szinten expresszalodik, a babozodast megel6z6é 12 draban
mérsékelten indukalodik, kozvetleniil a bdbozddas eldtt expresszidja visszaesik. Az E75-RC
promoter alacsony szinten expresszalt az L3 larvastddium sordn, a babozdédast megel6zd

utols6 8 draban transzkripcidja mintegy 6tszordsére no.

Hiszton mdédositasok az Eip74EF és Eip75B gének teriiletén

Kés6i L3 larva stddiumban H3 hiszton elleni ellenanyaggal ChIP kisérletben

kimutattuk nukleoszomak jelenlétét az E74-RA, E74-RB és E75-RC promotereken, valamint a
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transzkripcids egységek 5° ill. 3’ végein taldlhato atirt régiokban. A vizsgalt régioban
sikeresen kimutattuk az RNS polimeraz II. komplex jelenlétét is.

Szamos hiszton moédositas (H3K4me3, H3K9ac, H3K18ac, H3K23ac, H3K36me?2,
H4ac, H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac) jelenlétét vizsgaltuk az E74 és E75 géneken
vandorl6 L3 stddiumban. E mddositasok koziil 6tot lehetett megbizhatéan kimutatni (H3K9ac,
H3K23ac, H4K8ac, H4K12ac és H4K16ac), amelyeket tovabb vizsgaltunk az L3 stadium
harom pontjan: az L2/L3 vedlés utan 28-32 o6raval; vandorld larva stadiumban, valamint
kozvetleniil a babozddas elott allo 1arvaknal.

A H3K9 acetilacio kimutathaté az E74 és E75 géneken, de nem mutat szignifikans
eltéréseket sem a fejlodési allapottal, sem a vizsgalt funkciondlis régioval (prométer, 5° és 3°
atirt régiok) osszefiiggésben. A H3KO lizin a gen5 tartalmt SAGA hiszton acetiltranszferaz
komplex egyik targetje. E komplex Ada2b alegységére mutdns larvak vizsgélataval
kimutattuk, hogy a SAGA komplex részt vesz az E74 és E75 géneken torténd H3KO9
acetilacioban, és hidnyaban e gének expresszidja csokkent mértékli. Ada2b*” és vad tipusd,
babozodas elott allo L3 larvakon végzett dsszehasonlité ChIP analizissel kimutattuk, hogy a
H3K9 acetilacié csokkent a SAGA komplex szamos mads target génjén is. Meglepd modon e
targetek koOzott vannak olyanok is, amelyek aktivdlodnak, és olyanok is, amelyek
represszalodnak az Ada2b mutansban. Igy ez a hiszton modositas valdsziniileg abban jatszhat
szerepet, hogy fehérje faktorok szamdra hozzaférhetové teszi az éltala érintett géneket, de
onmagaban nem hatdrozza meg egyértelmiien a génexpresszios szint modositasanak iranyat.

A H3K23 acetilacio az egyetlen olyan altalunk eddig vizsgalt hiszton PTM, amelyet
egyértelmiien Osszefiiggésbe lehet hozni az E74 és az E75 gének aktivaciojaval. Ez a
modositas az altalunk vizsgalt poziciok koziil az ekdizon indukélta gének promdterein disul
fel magas ekdizon szintnél. Létrehozaséért a nejire géntermék felelds (lasd lent), Ada2b

mutansban szintje nem valtozik.
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A H4KS8, H4K12 és H4K16 acetilacid jellemzden hasonld képet mutat. Ezek a
moddositasok minden vizsgalt régioban megfigyelhetdek a 28-32 6rds valamint vandorld L3
larvakban, majd a szintjiik csokken a kozvetleniil a babozodas elétt allo larvakban. Kifejezett
pozicionalis hatds ezekre a mddositasokra nem volt jellemzd, amibdl arra kovetkeztetiink,
hogy ezeknek a modositasoknak az L3 stddium végén megfigyelheté mennyiségi valtozasai
els6sorban 4ltaldnos kromoszoéma szerkezeti vagy transzkripcids kompetenciabeli
valtozasokkal lehetnek asszocialtak. A H4K 12 acetilaciojat a gen5 tartalma ATAC komplex
katalizalja. Azt talaltuk, hogy ez a komplex szerepet jatszik az ekdizon bioszintézisét végzo
enzimek expresszidjaban. Exogén ekdizon kezeléssel az ATAC hidnyos (Ada2a mutans)
larvak letalis fenotipusat részlegesen menekiteni tudtuk, valamint a kezelés hatasara
részlegesen helyreallt az E74 és E75 gének indukcidja is, ami arra utal, hogy az ATAC
komplex attételesen, az ekdizon szint szabalyozasadn keresztiil is befolydsolja e gének
transzkripcigjat. Kimutattuk, hogy a H4K8 lizin acetilacidjat a gen5 acetiltranszferdz végzi,

enzimkomplexhez ezt az aktivitast eddig nem sikeriilt kdtni.

A H3 hiszton K23 lizinjének acetilaciojaért felelos faktor azonositasa

Mivel az E74 ¢és E75 géneken a vizsgalt kromatin jelek koziil a legjelentdsebb
valtozast a H3 hiszton K23 lizinjének acetilacidja mutatta, kisérleteket végeztiink abbdl a
célbol, hogy ezt a modositast 1étrehozo acetiltranszferazt azonositsuk. Kétféle megkdzelitést
alkalmaztunk: egyrészt a rendelkezésiinkre all6 HAT mutansokat western-blot analizissel
végigteszteltilk a H3K23ac modositds szintjére nézve; masrészt célzott kisérleteket végeztiink
az irodalmi adatok alapjan jeloltként azonositott nejire (a human CBP homologja) génnel.
Western blot analizissel vandorld L3 larva stddiumban vizsgaltuk az acetilalt H3K23 szintjét

homozigdta chm", mof’, gcn5%%, Ada2a™, Ada2b™* mutiansokban (ez utobbiak gen3

Bodai Laszlo OTKA PD72491 zarojelentés, 2011.03.21. 4/7



tartalmu fehérje komplexek alegységei). Ezekben a mutansokban nem tapasztaltunk eltérést a
vad-tipusu kontrolltol.

Mivel a nejire mutacioi embriondlis letdlis fenotipustiak, ezért a nejire hatdsat a
H3K23 acetilaciora embriok immunfestésével vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a nejire tulhajtasa
UAS-CBP konstrukciorol nagymértékben fokozta a H3K23 acetilacio szintjét, mig az
acetiltranszferdz doménjénben mutéciot hordoz6 UAS-CBP-FLAD konstrukci6 expresszalasa
nem jart ilyen hatdssal. Ezt az eredményt kétféle, eltérd szovet specifitast GAL4 driver
felhasznalasaval is kimutattuk. Ez az eredmény bizonyitja, hogy a CBP képes a H3K23
acetilacidjanak katalizalasara in vivo. Ez utan igazolni akartuk, hogy az endogén nejire
géntermék szerepet jatszik e modositas 1étrehozasaban, ezért nej’ mutans valamint kontroll
embridkat festettiink a-H3K23ac ellenanyaggal. Megéllapitottuk, hogy a mutdnsokban a
moddositas mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb, igy igazolast nyert, hogy a nejire fehérje

ténylegesen szerepet jatszik a H3K23 lizin acetilacidjaban.

A nejire esszencialis a larvalis fejlodések folyaman, és sziikséges az ekdizon indukalta
gének megfelel6 expressziojahoz

Hogy a nejire larvalis élet folyaman jatszott szerepét vizsgalni tudjuk, nejire RNS
interferencia konstrukcidkat hordoz6 transzgenikus torzseket szereztiink be osztrak és japan
torzskozpontokbol. A nejire szerepét az egyedfejlodés soran ugy vizsgaltuk, hogy a nej-RNSi
transzgéneket hdésokk-GAL4 driverrel meghajtva lecsokkentettiik a mennyiségét az
egyedfejlodés kiilonbozo stadiumaiban. Mindkét vizsgalt nej-RNSi vonal esetében azt
tapasztaltuk, hogy a peterakast koveto 3., 4., 5. és 6. napon, azaz az L2 és L3 larvastadiumok,
valamint a prepupa stddium soran hdsokkolt allatok életképessége jelentdsen lecsokkent; mig
az 1., 2. és 7. napon, azaz az embrio, L1 és bab stadiumban hdsokkolt allatok életképessége

csak kisebb mértékli valtozast mutatott. Ebbdl egyrészt arra kovetkeztethetiink, hogy a
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petében olyan mennyiségli maternalis nejire géntermék lehet felhalmozva, amely kompenzalja
a nej-RNSi hatasat az egyedfejlodés elsé két napja soran. Mésrészt kimutattuk, hogy a nejire
szlikséges a larvalis ¢élet sordan és a korai babban, ami valosziniisiti, hogy szerepe lehet az
ezekben a stddiumokban az egyedfejlédési folyamatokat koordinal6 ekdizon valaszban.

A nejire csendesitésének az ekdizon indukalta génekre gyakorolt hatdsat harmadik
stadiumos larvakban vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a nej-RNSi konstrukciot expresszalo
larvakban jelentdsen csokkent a transzkripcid mértéke az E74-RA, E74-RB és E75-RC

prométerrdl, valamint csokkent az £74 és E75 mRNS mennyisége is.

FLAG-tag jelolt HAT transzgenikus torzsek eldallitasa

Létrehoztunk olyan Drosophila torzseket, amelyek kiillonbozo hiszton acetiltranszferaz
fehérjék FLAG taggel jelolt véltozatait expresszaljak. Ehhez el6szor eléallitottunk egy olyan
valamint tartalmazza a ¢C31 fag attB integracios helyét (pTWF-attB), majd ezt a vektort
felhasznalva helyspecifikus integracioval épitettilk be a transzgéneket. Ilyen mdédon hoztuk
létre UAS-Pcaf-FLAG, UAS-chm-FLAG, UAS-Tip60-FLAG, UAS-mof-FLAG valamint
UAS-CG14222-FLAG vonalakat. A transzgénekrdl torténd expressziot o-FLAG
ellenanyaggal végzett western-blot analizissel igazoltuk, amely az UAS-chm-FLAG vonalakat
leszamitva pozitiv eredményt hozott. A transzgének hatasat actin-GAL4 és daughterless-
GAL4 driver torzsekkel Osszekeresztezve vizsgaltuk. A mof talhajtasa letalitast
eredményezett, a tobbi transzgén nem csokkentette az életképességet €s nem mutatott lathatd

fenotipust.
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