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1. lrodalmi attekintés

1.1. A Kromatin szervezodése

Az eukaridta szervezetek Orokitdanyaga fehérjékkel komplex szerkezetet alkotva
ugynevezett kromatinként van jelen a sejtmagokban. A kromatinszerkezet alapegysége a
nukleoszéma, melyet négyféle core hiszton fehérje (H2A, H2B, H3 és H4), valamit az altaluk
képzett oktamer koré tekeredd 145-147 bazisparnyi DNS alkot (Luger et al, 1997). A
nukleoszoémékhoz egy tovabbi fehérje, a H1 linker hiszton kapcsolddik, ezzel lehetévé téve a
magasabb rendii kromatin szervezddési szintek kialakulasat. Az igy keletkezett strukturak a
kromatoszomak, melyek nagyban meghatarozzak a DNS-hez vald hozzaférhet6séget (1. abra)
(Allan et al., 1986; Luger et al., 1997).

1. abra: A kromatoszoma. A kromatoszoma 2-2 db H2A, H2B, H3 és H4 core hiszton fehérjébdl, a
koréjiik tekeredé DNS szalbol, valamint a H1 linker hisztonbdl épul fel.

A kromatoszomak ,,beads-on-a-string” (gyongyfiizér) szervezodést mutatnak, ami tovabb
tomorddik 30 nm-es filamentumokka ezzel masodlagos kromatin szervezédési szintet felvéve.
Ezen rostok pontos szerkezeti felépitését és szervezddését illetden mar tobbféle modellt is
felallitottak, azonban a mai napig a legelfogadottabb a szolenoid szerkezet modellje (Bian &
Belmont, 2012). A 30 nm-es filamentumok tovabbi tomorodesével jonnek létre a magasabb
rendli kromatin strukttrak, végsé soron a kromoszéma karok (2. abra).

A magasabbrendii kromatin, az 6rokitdanyag tomorodottségi szintje €s a transzkripcids

aktivitas alapjan megkulénboztetlink eu- és heterokromatint. Az eukromatikus régiok jelentik
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atranszkripcidsan aktiv részeket, ahol a nukleoszomaék lazabb elhelyezkedése megengedi, hogy
a DNS hozzaférhet6 legyen a transzkripcios faktorok szamara. Heterokromatin esetén azonban
a kromatin olyan tomor struktarat vesz fel, hogy itt nem jellemz6 a généatiras (Woodcock &
Ghosh, 2010).
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2. dbra: A kromatin szervez6dése (Fyodorov et al., 2018).

1.2. A hisztonfehérjék altalanos jellemzéi

A hiszton fehérjékrol altalanossagban elmondhatd, hogy tripartit szerkezet jellemz6
rajuk, ami egy rendezett globularis doménbd6l, valamint két rendezetlen szerkezet(i terminalis
doménbdl, egy N-terminalis és egy C-terminalis régiobol all (Zhou et al., 2013).

A kanonikus hiszton fehérjéket kddold gének magas kopiaszamban vannak jelen a
genomban replikacio-fiiggé modon kifejez6d6 génklaszterekbe rendezddve. Erre azért van
szlikség, hogy a sejtciklus S-fazisaban, amikor az Uj DNS szalak szintézise megtorténik,
elegendé mennyiségii hiszton fehérje alljon rendelkezésre (Marzluff et al., 2008). Eukaridta
¢l6lények esetén azonban kiilonb6z6 hiszton variansok is jelen vannak a sejtekben, de az ezeket

kodol6 gének kevesebb képiaban, a kanonikus hisztonokat kddold klasztereken Kivil



helyezkednek el. Ezen varidnsok expresszidja nagyrészt fejlodési stadium- vagy

szdvetspecifikus és nem korlatozodik a sejtciklus S-fazisara (Millar, 2013).

1.3. A H1 linker hiszton és variansai

Amig a core hisztonok a nukleoszoma egységét képezik, a H1 linker hiszton globularis
doménje az ebbdl ki- és belépé DNS szalakhoz kapcsolodik, ezzel stabilizalva a DNS-hiszton
komplexet. A lizin-gazdag C-terminélis domén szintén hozzajarul a DNS kotéshez (Vyas &
Brown, 2012), az N-terminalis rész pedig feltehetéen a DNS-hez vald kot6dés er6sségében
jatszik szerepet (Zhou et al., 2013).

Vannak olyan eukaridta él6lények melyek genomja csak egyféle linker hisztont kodol,
ilyen péeldaul a Saccharomyces cerevisiae ¢élesztégomba, azonban a legtdbb szdvetes allat
orokitéanyagaban tobbféle H1 varians génje is jelen van (Patterton et al., 1998). Emberben és
egérben peldaul eddig 11 féle H1 valtozatot azonositottak (1zzo et al., 2008). Ezek elsésorban
a DNS-kotési affinitasukban kilénbdznek egymastol, ami a C-terminalis régidik hosszaval
hozhatd 6sszefuggésbe (Th’ng et al., 2005), tovabba az eu- illetve heterokromatinhoz valo
preferenciajuk is valtozhat, valamint kiilonbség lehet a kifejez6édési mintazatukban is (Millan-
arifo et al., 2016; Th’ng et al., 2005).

A testi sejtekben kifejez6d6 variansok mellett vannak olyan alternativ HI1 linker
hisztonok is, melyek expresszioja kifejezetten egy bizonyos életszakaszra, szovetre vagy
szervre korlatozodik. Szdvetes allatokban rendszerint jelen van egy olyan hiszton varians, ami
petesejt- és korai embrid specifikus (Happel & Doenecke, 2009). A tengerisiindkben
(Echinoidea) peldaul minden kanonikus hisztonnak van egy ilyen valtozata, melyeket osztodasi
stadium (CS, cleavage stage) hisztonoknak neveziink. Itt a CS H1 felel meg a linker hiszton
varians génjének. (Brandt et al., 1997). A dél-afrikai karmosbékanal (Xenopus laevis) szintén
egy alternativ H1 protein, a B4 tolti be a korai embrio-specifikus linker hiszton szerepet egészen
a gasztrulacié kezdetéig (Cho & Wolffe, 1994). A zebradaniénal (Danio rerio) a HIM gén
kodolja az ennek megfeleld fehérjét (Wibrand & Olsen, 2002), emberben és egérben pedig a
H1foo és hH1foo gének felelosek ezért (Funaya et al., 2018; Mizusawa et al., 2010).

Kisérleti adatok szerint eml6sokben a kiillonb6z6 linker hiszton fehérjék képesek
kompenzalni egymas hianyat, ezért egy-egy linker hiszton gén delécidja rendszerint nem okoz
fenotipusos elvaltozast. (Fan et al., 2005; Sirotkin et al., 1995). Emiatt a funkcionalis
redundancia miatt gerinces allatokban a linker hisztonok kutatasa nehézségekbe ltkozik. Ezzel

szemben ecetmuslicaban (Drosophila melanogaster) a linker hiszton fehérjék komplexitasa
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alacsonyabb szintli, mert a genom csak kétféle linker hisztont kodol: a testi sejtekben
kifejez6d6, (szomatikus) H1-et valamint a BigH1 alternativ linker hisztont ami egy ivarvonal-
és korai embrid-specifikus fehérjevaltozat (Pérez-Montero et al., 2013).

1.4. A Korai embrionalis fejlodés Drosophilaban

A megtermékenyitést 13 szinkronizalt magi osztodas koveti a korai embriokban (Foe &
Alberts, 1983). A korai osztddasi ciklusok (1-8.) az embrié belsejében mennek végbe, majd az
0szt6doé magok az embri6 felszinére vandorolnak és ott folytatjak az osztddast (9-13. ciklus). A
ciklusok soran a DNS replikacioja és a mitotikus fazisok egymas utan kovetkeznek, ezéltal ez
a folyamat sokkal gyorsabb, mint egy atlagos szomatikus sejt sejtciklusa (Farrell & Farrell,
2014). Mivel ezeket a korai, nagyon gyors osztodasi ciklusokat nem jellemzik a sejtciklus G1
és G2 fazisai, igy az ismert DNS hibajavitasi ellen6rzési pontok kimaradnak a DNS szintézis
¢s a mitozis elott. Ennek az a varhatdo kovetkezménye, hogy egy atlagos sejtciklushoz
viszonyitva tobb DNS hiba halmozadik fel, melyek vagy a DNS szintézis szakaszaban, vagy a
nem megfelelden o0sztodd kromoszoémak miatt keletkeznek mitdzis sordn. A szincicialis
blasztoderma embrid ahelyett, hogy kijavitand a felhalmozott hibakat, elimindlja a nem
megfelelonek bizonyult sejtmagokat (gy hogy ezek az embrio belsejébe stllyednek (,,nuclear
fallout” fenotipus) (Sullivan et al., 1993). A 10. ciklus elejére az embrid poszterior végén
elkalonilnek a polaris sejtek, melyekbdl késébb az ivarvonal ssejtek fejlédnek ki. A tdbbi
sejtmag koril csak a 14. ciklus elején alakul ki plazmamembran, létrehozva ezzel a szomatikus
sejteket. Ezt a folyamatot cellularizacionak nevezzik. A cellularizacidoval egyidében jatszodik
le a zigotikus genom aktivacié (ZGA), melynek soran az anyai eredeti géntermékek helyét
atveszik az Gijonnan képz6do (zigotikus) géntermékek (Farrell & Farrell, 2014). Az embrio ezt
kovetéen a gasztrulacio stadiuméba 1ép és megkezdddik a csiralemezek kialakulasa (3. abra)
(Foe & Alberts, 1983).
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3. bra: A korai embrionalis fejlédés Drosophila melanogasterben. A felsé dbrakon az embriogenezis
stadiumai lathatok a megtermékenyitést6l kezdve a gasztrulacidig. A felsé kis képeken a cellularizacio
folyamata van kiemelve (Farrell & Farrell, 2014).

1.5. A BigH1 alternativ linker hiszton

A Drosophildban kimutatott korai embrié- és ivarvonal specifikus alternativ linker
hiszton szerkezetét tekintve elmondhatd, hogy a gén 1373 bazisparbdl all. Két exont tartalmaz,
melyek egyenként 837, illetve 442 bp-bol allnak a nem transzlalédé régiokkal (UTR) egyiitt.
Az ebbdl keletkezé fehérje Osszesen 353 aminosav és 38,7 kDa nagysagu (httpl). A H1
hisztonhoz hasonlitva ennek a fehérjének az N-terminalis doménje nagyobb (amibdl a neve is
adodik) és tobb savas kémhatdsi aminosav talalhatd meg benne. A globularis szerkezetii
centralis domén, ami a legkonzervaltabb régionak mondhatd, is csak 57% egyezést mutat a
kanonikus linker hiszton fehérjével (Pérez-Montero et al., 2013). A BigH1 sokkal
mobilisabbnak bizonyul és kevésbé erdsen koti a nukleoszomakat a kanonikus hisztonnal
szemben, viszont ennek ellenére az igy kialakult kromatoszomak mégis stabilabbak. A
megfeleld funkcidk ellatdsdban bizonyitottan szerepet jatszik a fehérje kozépsé globularis,
valamint a C-terminalis doménje. (Henn et al., 2020).

A BigH1 anyai 6roklodést mutat és a megtermékenyitést kovetd 13 gyors, szinkronizalt

magi osztddas soran nagy mennyiségben jelen van a szincicialis blasztoderma embriéban. A
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BigH1 a szomatikus sejmagokban a cellularizacié utan fokozatosan H1-re cserélodik és a
gasztrulaciot kovetéen mar csak az ivarvonal éssejtekben marad fenn. Ez a valtas egybeesik a
ZGA-val, amikor is intenziven beindul a transzkripcio a sajat genomrol. Kisérletes eredmények
alapjan feltételezték, hogy a BigH1 képes meggatolni a tul korai ZGA bekdvetkeztét, ezzel
megfeleld fejlodési ritmust biztositva az embrionak (Pérez-Montero et al.,, 2013). Késébb
azonban bebizonyosodott, hogy a BigH1 hianyaban is életképesek a Drosophila embridk, mert
a korai embrionalis fejlddés soran a BigH1 fehérje hidnyat a H1 bizonyos mértékig képes
kompenzalni (Carbonell et al., 2020; Li et al., 2019). Az is kiderult mar, hogy a H1
géncsendesités hatasat viszont a BigH1 taltermelése kepes helyredllitani (Xu et al., 2016).
Eddigi ismereteink szerint a BigH1 kifejez6dési mintazatanak szabalyozasaban a keletkezett
MRNS nem transzIlaldédoé régidja (UTR) és a hozza kapcsolddd Brat fehérje vesz részt mind a
ndstény ivarvonalban, mind pedig a korai embriogenezis soran (Climent-Canto et al., 2021),
azonban a himivarszervekben ett6l eltéré mechanizmus is szerepet jatszik (Carbonell et al.,
2017).

1.6. Linker hisztonok poszttranszlaciés modositasai

A hiszton fehérjék egy tovabbi fontos jellemzdje, hogy szabalyozasukban Iényeges
szerepet jatszanak a poszttranszlaciés médositasok (PTM). Ezek az additiv funkcids csoportok
leggyakrabban a két terminalis doménen fordulnak el6 és nagyban befolyasoljak a kromatin
szervezOdését, valamint a kiilonboz6 fehérjék kromatinhoz valo kapcsolodasat (Bannister &
Kouzarides, 2011). A legjelentésebb PTM-ek tdbbek kozott az acetilacid, metilacio és
foszforilacio. Az els6é kettd nagyrészt a kromatin kompaktsagat szabalyozza: az acetilacio
lazabb kromatin struktarat hoz létre, ezzel lehetévé téve az aktiv transzkripciot, a metilacio
pedig tomorebb kromatinszerkezet kialakitasaval epigenetikus géncsendesitésért és
heterokromatikus régiok létrehozasaért felel (Rice & Allis, 2001). A foszforilacio ezzel
szemben inkadbb a DNS hibajavité folyamatok és a sejtciklus megfelelé miikodésében jatszik
fontos szerepet (Rossetto et al., 2012).

A foszforildlt H1-et els6sorban a kromatin kompaktsdganak megvéaltozasaval hoztak
Osszefliggésbe, mivel ez a forma a sejtciklus mitotikus és S-fazisainal, illetve a
transzkripcionalisan aktiv és inaktiv kromatin atmeneteinél figyelheté meg (Lu et al., 1994,
1995). Drosophilaban a H1 N-terminalis domén foszforilacidja jellemzd, mégpedig leginkabb
az S10-es aminosavon. Ez korai embriokban detektalhatd, amikor is a H1 megjelenik a

kromatinon a 10. ciklus koril. Az embrio kora elérehaladtaval azonban egyre kevésbé jellemzo
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ez atulajdonséag, ami szintén arra ad kdvetkeztetést, hogy ez a PTM a mitdzis altal szabalyozott.
(Villar-Garea & Imhof, 2008). Korai embriogenezis sordn a BigH1 foszforilacidjat is
kimutattak, azonban ennek jelentdsége idaig ismeretlen volt (Pérez-Montero et al., 2013).

Prof. Boros Imre Kkutatdcsoportja korai embriokon végzett tdmegspektrometriai
Kisérletsorozatban, a BigH1 fehérje 15 lehetséges foszforilacids helyét azonositottdk és
eléallitottak egy olyan gént, ahol ezeket a foszforilacios helyeket elmutéltattak, létrehozva egy
foszforilaciora képtelen fehérjét expresszalo gént, amit BigH1N™ —nek neveztek el (No
Phosphorylation Sites, a tovabbiakban NPS) (publikalatlan eredmények). Ennek a mutansnak a

részletes fenotipuselemzése eddig nem tortént meg.



2. Célkituzések

Kutatasunk célja a BigH1 fehérje foszforilaciojanak jelent6ségének megismerése volt
egy olyan mutéans genotipusu térzson keresztil, melyben a BigH1 gén ki van cserélve egy olyan
génvaltozatra, amir6] foszforilaciora képtelen fehérje keletkezik.

Elssorban arra voltunk kivancsiak, hogy a foszforilacio illetve ennek hidnya hogyan
befolyasolja a fenotipusos jellegeket, tobbek kdzott az életképességet és a fehérje kifejezédési
mintazatat. Tovabba célunk kideriteni, hogy a fehérje megfelelé mikodéséhez egy altalanos
hiperfoszforilalt allapot szilikséges, vagy a BigH1 részleges moddositasokkal is képes
maradéktalanul ellatni a funkciojat. Ezen kérdés megvalaszolasara molekularis klonozéssal ]
foszforilacios mutans BigH1 géneket allitunk eld, hogy CRISPR/Cas9 génszerkesztést

alkalmazva Uj tipust mutans torzseket hozzunk Iétre.
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3. Anyagok és mddszerek

3.1. Embriok életképességének mérése

Az allatokat 25°C-on petéztettiik petéztetd taptalajon (4 g/l agar-agar; 1,2 g/l glikoz;
0,6 g/l aktiv szén; 1,2 V/V% almaecet; 1,2 V/V% nipagin 1:5 ardnyban etanolban higitva). A
0-30 perces embridkat legytjtottik és 25, illetve 15°C-on taroltuk, majd 36 Ora utan
megszamoltuk a kikelt és az elpusztult embriokat. A statisztikai adatokat Microsoft Excel
tablazattal és GraphPad Prism 9 szoftverrel készitettlk el. Az értékeléshez t-probat hasznaltunk
(Two-tailed, unpaired).

3.2. Drosophila embriok fixalasa

Az embridkat 1-2 percig haztartasi hypoban (4 V/V% NaOCI;) dechorionaltuk, majd
1:1 aranyban heptan:PBS-t (1xPBS: 137 mM NacCl; 2,681 mM KCI; 0,01 M Na;HPOs; 1,764
mM KH2PO.) és 4% formaldehidet tartalmazd oldatban 20 percig fixaltuk orbitalis razon
kevertetve, 160 RPM-en. Ezt kovetden heptant és metanolt 1:1 aranyban tartalmazo oldatban
devitellinaltuk, metanollal mostuk, majd az immunfestésig metanolban, -20°C-on taroltuk a

mintakat.

3.3. Drosophila embriok immunfestése

A metanolban tarolt embridkat fokozatosan rehidrataltuk 1:2, 1:1 majd 2:1 aranyd
PBT:metanol-os (PBT: PBS + 0,1V/V% Triton X-100) mosassal, ami egyenként 5 percig
tartott. Ezt kovet6en tiszta PBT-ben mostam még 3x5 percig. A mintakat PBT-N-ben (PBT-N:
0,1 VIV% Triton X-100; 1 V/V% BSA; 5 V/V% FCS) blokkoltuk legaldbb 1 éran keresztil
szobahdmérsékleten. Az elsddleges ellenanyagokat PBT-N-ben higitottuk (1. tablazat), ebben
inkubaltuk a mintakat egy €jszakan at 4°C-on. Méasnap 3x10 percig mostuk PBT-ben, majd
hozzéaadtuk a masodlagos ellenanyagokat és a DAPI-t (1. tAblazat), melyekkel 1 6raig mostuk
a megfelel6 higitasban PBT-N-nel, sotétben. 3x10 perc PBT-ben valé mosés utan a mintakat

50 pl Fluoromount G-be agyazva targylemezre helyeztlk és fed6lemezzel fedtik le.
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Ellenanyagok és DAPI Gyarto Higitasi arany
a-Flag (F3165, egér) Sigma 1:1000
a-vasa (patkany) DSHB 1:300
a-y-H2Av (UNC93, egér) DSHB 1:500
a-Dcpl (#9578, nydl) Cell Signaling 1:100
Alexa-488 konjugalt a-egér (A11001) Invitrogen 1:600
Alexa-555 konjugalt a-nyul (A21428) Invitrogen 1:600
Alexa-647 konjugalt a-egér (A21235) Invitrogen 1:600
Alexa-647 konjugalt a-patkany (A21247) Invitrogen 1:600
DAPI (1mg/ml térzsoldat) Sigma 1:1000

1. tdblazat: Az ellenanyagok és a DAPI higitasi aranyai immunfestéshez.

3.4. Mikroszkdpos képek készitése és kiértékelése

Az immunfestés eredményeit Leica TCS SP5 AOBS konfokalis scanning
Iézermikroszkoppal 20X-os (NA: 0,7) objektiven vizsgaltuk.
2 mikron vastagsagu kodzépvonali optaikai szeletekrdl készitettiink képeket az embriokrol.
Ezeken a lesiillyedd sejtmagokat manualisan szamoltuk meg a statisztikahoz mind a dorzalis, a
ventrélis és a lateralis oldalakon.
Az 6sszetett képekhez Imagel szoftvert, a statisztikak elkészitéséhez Microsoft Excel tablazatot
és GraphPad Prism 9 szoftvert alkalmaztunk. A statisztikai ertékeléshez t-probat hasznaltunk

(Two-tailed, unpaired).

3.5. NPS fertilitas teszt

Négyfele keresztezést raktunk 0ssze ehhez a kisérlethez és minden véaltozatot 28 kilén
fiolaban vizsgaltunk. A himek fertilitasi tesztjében homozigéta NPS himeket kereszteztiink w”
szlizekkel és kontrollként heterozigota NPS himeket kereszteztiink w” sziizekkel. Ezeknél a
keresztezéseknél 3-4 sziizet raktunk egy-egy himhez. A ndstények fertilitasi tesztjében 2-2
homozigota NPS sziizet kereszteztiink 2-2 w* himmel, kontrolként pedig heterozigéta NPS

szlizeket kereszteztiink w™ himekkel.
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3.6. Mutagén PCR protokoll

A mutagén PCR reakciok mindegyikéhez Q5 DNS-polimerazt hasznéltunk az alacsony

hibaratdja miatt. A felhasznalt primerek olvadaspontja kiilonboz6, igy gradiens PCR-t
alkalmaztunk (2. tablazat, 1. fuggelék). A PCR-hoz hasznéalt reakcidelegy: 20 V/VV% 5x Puffer;

0,2 mM dNTP; 0,5 uM Forward primer; 0,5 UM Reverse primer; 2 V/V% templat DNS; 0,05
U/ul Q5 polimeraz (NEB).

. . S339; . .
Forward primer S265 Fw ori Fw T340 Ew ori Fw T327 Fw ori Fw
Re\_/erse ori Rev 5265 Rev ori Rev S339; ori Rev T327 Rev
primer T340 Rev
A felamplifikalt
DNS mérete (bp) 3170 2393 2163 3395 2198 3361
. - 95°C 30 98°C 30 98°C 30 98°C 30 98°C 30 98°C 30
Elodenaturacio
mp mp mp mp mp mp
Denaturacié 95°C 10 98°C 10 98°C 10 98°C 10 98°C 10 98°C 10
mp mp mp mp mp mp
60°C 20 54,8- 54,8- 54,8- 54,8- 54,8-
Hibridizacio m 68,6°C 20 | 68,6°C 20 | 68,6°C 20 | 68,6°C 20 | 68,6°C 20
P mp mp mp mp mp
. L 72°C1lp 72°C1lp 72°C1p 72°C1lp 72°C1lp 72°C1lp
Polimerizacio 20 mp 20 mp 20 mp 20 mp 20 mp 20 mp
T s 72°C 2 72°C 2 72°C 2 72°C 2 72°C 2 72°C 2
Utdpolimerizéacio
perc perc perc perc perc perc
Tarolas 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C

2. tablazat: Mutagén PCR protokoll. A ciklusszamok (denaturacio-hibridizacio-polimerizécio) 32x, a

gradiens esetén pedig 40x volt.

A PCR termékeket 1%-0s agar6z gélen futtattuk meg, hogy ellendrizzik a termékek

meglétét és megfelelé méretét. Az agardz gél TBE pufferrel készilt (1XTBE: 0,13 M Tris; 45
mM borsav; 2,5 mM EDTA) és 30-40 percig futtattuk 100 V-on. Ezt kévetéen UV fény alatt
ellendriztik a gélelektroforézis eredményeét.
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3.7. A PCR termékek emésztése Dpnl-el és tisztitas

A sikeres PCR reakciok termékeiben a templatként hasznalt, de a reakcid
végtermékében megmaradt plazmidokat, Dpnl-el emésztettik el tisztitas elott. A
reakcidelegyek dsszetétele: 10 V/V% Tango puffer; 33,3 V/V% PCR termék; 0,05U/ul Dpnl.
A reakcidelegyeket 37°C-on inkubaltuk 1 6ran at, majd 80°C-on 20 percig tarolva inaktivaltuk
az enzimet.

A megemésztett mintakat Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kittel tisztitottuk a gyartdi
protokoll szerint, a DNS koncentracidkat pedig Nanodrop 2000-rel mértik le.

3.8. Szekvencia és Ligéalas Fuggetlen Klonozas (SLIC)
Minden SLIC reakcioelegyhez 2:3 molaris ardnyban mértik hozza a két DNS

fragmentumot méretiikb61 adodoan (3. tablazat). A reakcioelegy tartalma: 5 ng/ul DNS; 10
VIV% Fermentas Green puffer; 0,4 U/ul T4 polimeraz. A kontroll mintakba nem kerdilt enzim.

SLIC reakcidelegy | A mutagén PCR soran felhasznalt primerek A DNS, fragmentum
mérete (bp)
S265A Fw és ori Rev 2393
L ori Fw és S265A Rev 3170
5 T327A Fw és ori Rev 2198
' ori Fw és T327A Rev 3361
S339A/T340A Fw és ori Rev 2163
3 ori Fw és S339A/T340A Rev 3395

3. téblazat: A SLIC reakcidkhoz felhasznalt DNS fragmentek és méreteik.

A T4 polimeraz hozzdadasa utan 2 perc 50 mp-ig inkubaltuk a mintakat szobahémérsékleten,

majd jégre helyeztik 6ket.
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3.9. pUCI18 3Flag BigH1 dsRed vad tipust és NPS plazmidok emeésztése BstXl-el és

fragmentumok visszaizolalasa agaroz gélbol

A plazmidokat a BstXI restrikcids endonukledz két helyen hasitja, ezzel mindkét vektor
esetén egy 1792 bp-s és egy 3718 bp-s fragmentet létrehozva. Az emésztés reakcidelegye: 10
VIN% Puffer O; 0,2 U/ul BstXI; 60 ng/ul plazmid DNS.
37°C-on 70 percig inkubaltuk a mintakat, ez utan 1%-os agar6z gélen futtattuk meg, majd a
gélbdl visszaizolaltuk a fragmentumokat Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kittel a gyartoi
protokoll alapjan.

3.10. Ligalas

A fragmentumok méretét figyelembe véve a ligalasi reakcioelegyeket Ugy allitottuk
0ssze, hogy az inszert:vektor arany 3:1 legyen, illetve a reakcidelegyek 6sszesen 50-100 ng
DNS-t tartalmazzanak. A reakcioelegy tovabbi tartalma: 10 V/V% 10x T4 puffer; 0,5 U/l T4

ligaz (ThermoFisher). A ligatumot 15 percig inkubaltuk szobahémérsékleten.

3.11. Transzformalas

100 ul jégen felolvasztott 2T1 kompetens baktériumsejthez mertiink hozza 10 pl ligalasi
reakcioelegyet. 20 percig inkubaltuk jégen, majd 42°C-on 45 mp-ig hésokkoltuk a mintakat. A
jégre visszahelyezést kovetéen 900ul SOB folyékony tapoldatot (SOB: standard SOC tapoldat
+3 mM glukoz; 3 mM MgClz; 3 mM MgSOg; 0,001 V/V% tetracyclin) adtunk a sejtekhez és
37°C-on 550 RPM razatdn 45 percig inkubaltuk. Ampicillint tartalmazé LB lemezekre (LB: 10
g/l Tripton; 5 g/l éleszt6 kivonat; 10 g/l NaCl pH ~7,5; 1,5 V/V% agar) szélesztettik
centrifugalas nélkiil, majd centrifugalas (900xg 2 perc) utan is a sejteket és éjszakara 37°C-on
inkubaltuk.

3.12. Kolo6nia PCR

A felnétt baktériumtelepekbdl PCR reakcioelegyeket mértiink 6ssze majd a termékeket
megemésztettik a megfeleld enzimekkel, hogy ellendrizzik, hogy az &ltalunk Iétrehozott
plazmidokat tartalmazzak-e a baktériumtelepek. A 31 ciklusbdl all6 (denaturacio-hibridizacio-

polimerizécid) PCR reakcidhoz Firepol polimerazt hasznaltunk (4. tablazat). A reakciéelegy
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tartalma: 10 V/V% 10x B puffer; 2,5 mM MgCly; 0,2 uM dNTP; 0,2 uM Forward primer; 0,2
MM Reverse primer; 0,1 uM Firepol polimeraz (Solis BioDyne); +templat DNS.

Forward primer dBigH1 int Fw
Reverse primer dsRed seql Rev
A felamplifikalt DNS mérete (bp) 1265
Elédenaturacio 95°C 15p
Denaturacio 95°C 20 mp
Hibridizéacio 58°C 30 mp
Polimerizacio6 72°C1p20mp
Utopolimerizéacio 72°C3p
Térolas 4°C

4. tdblazat: Kolonia PCR protokoll

3.13. A PCR termékek és a kombinalt pUC18 plazmidok szekvenciainak ellenérzése
restrikcios endonukledz emésztéssel

A PCR-t kovetéen a megfeleld restrikcios endonukleazzal megemésztettlik a terméket.
Az emésztéshez hasznalt reakcidelegyek tartalma: Restrikcios endonukleaznak megfelelé 10
VIV% 10x puffer (gyartdi ajanlas szerint); 0,5 U/ul Xhol, Kpn2l, Sall vagy Pstl restrikcios
endonukledz (ThermoFisher); 20 V/V% PCR termék.

Az emésztés eredmeényeit 1%-0s agardz gélen futtattuk, majd UV fény alatt ellendériztuk.

3.14. Klénozas pTZ plazmidba és elokészités injektalasra

A létrehozott mddositott BigH1 szekvenciakat a pUC18 plazmidbol pTZ vektorba
klonoztuk, ami tartalmazza az injektalashoz sziikséges homoldg karokat. Ehhez az altalunk
tervezett mutaciokat hordozo elkészilt pUC18 plazmidokat és a pTZ vektort Bst11071-el és
Bglll-vel emésztettiik meg, majd 1% agaroz gélen futtattuk meg és visszaizolaltuk a megfelelé
fragmentumokat (2843 bp méretli szekvenciarészletet, ami a modositott BigH1 gént hordozza
a pUC18 plazmidbol és 5994 bp hosszlsagu szakaszt a pTZ vektorbdl) Nucleospin Gel and
PCR Clean-up Kittel a gyart6i protokoll szerint. A ligalas és a transzformalas a korabban leirtak
szerint zajlott. A klonozas sikeresseégét kolonia PCR-ral és tesztemésztéssel bizonyitottuk. A
megfeleld plazmidot tartalmaz6 baktériumtelepeket folyékony LB tapoldatban felszaporitottuk
¢és NucleoBond Xtra Midi Plasmid DNS purification kittel nagy mennyiségii és tiszta plazmid
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DNS-t nyertink ki beldlik a gyartoi protokoll alapjan. A kitisztitott DNS-t 1x injektalo
pufferben oldottuk vissza, amit >1000 ng/ul koncentraciora allitottunk be az injektalashoz.

3.15. Felhasznélt Drosophila vonalak

A BigH1 alternativ linker hiszton foszforilaci6janak jelent6ségét a kutatbcsoport altal
mar korabban létrehozott foszforilacios mutadns BigH1 fehérjét hordozé Drosophila
melanogaster torzson keresztul tudtuk vizsgalni. Ebben az NPS-nek nevezett torzsben a
feltételezett foszforilaciora kepes aminosavak mindegyikeét alaninra cseréltek le (2. fiiggelék).
Ez az gén in situ génszintézissel készult és a torzs TM3 balanszer kromoszomat tartalmaz, mert
a himek homozigota formaban sterilek. Ezen kivil egy BigH1™H genotipust torzset is
hasznaltunk 6sszehasonlitaskeppen (tovabbiakban HHH), melyben az endogén BigH1
fehérjekodolo szekvenciaja a H1-ére van kicserélve. Az eddig publikalt gének kozul
homozigdta formaban ez a mutans mutatta a legerésebb fenotipusokat (Henn et al., 2020).
Kontroll csoportnak 3xFlag epitoppal ellatott vad tipusi BigH1 fehérjét expresszalé BigH1%F
torzset hasznaltunk (tovabbiakban 3F). A kiilonb6zé BigH1 valtozatok mindegyike tovabba
3xFlag epitop jeloléssel van elldtva, hogy a kisérletek soran nyomon kovethetd legyen a
génekrol kifejez6do fehérjék lokalizacidja a sejteken belul. (4. dbra). A 3xFlag-tag a kifejez6dé
fehérjén bizonyitottan nem okoz valtozast sem az expresszids mintazatban, sem pedig a feherje
funkcidjaban (Henn et al., 2020).

Genotipus Roviditett név Médositott szekvenciak
w*; dBigH1 >AG:sist: dsRed 3 — T«
w*; dBigH1 »FAG:HHH dsRed HHH — I >« S ——
w*; dBIgH1 3ACDRHLAS died NP — ([T (> ¢ S———

D UTR-ek . dBigH1 szekvencia . dH1 szekvencia |:| 3x FLAG tag . dsRed marker gén I:l L3 loop

4 loxP szekvencia . Elrontott feltételezett foszforilacios hely

4. abra: A modositott BigH1 szekvenciakat hordozé Drosophila vonalak bemutatasa.
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4. Eredmények és kiértékelésik

A NPS muténs alternativ linker hiszton valtozat vizsgalatdhoz olyan Kisérleteket
allitottunk fel, melyek alkalmasak mind a kiils6leges, mind a molekularis szinten mutatott
fenotipusos jellegek felderitésére. Ennek érdekében mar bevett és publikalt mddszereket
alkalmaztunk, mint példaul az embrionalis életképesség mérést, vagy a ,,nuclear fallout”
fenotipus vizsgalatat szincicialis blasztoderma embriokban. Mivel az NPS térzs TM3 balanszer
kromoszéméaval van fenntartva, minden kisérlethez olyan embriokat hasznaltunk, melyek
homozigota néstényektdl szarmaznak, igy biztositva azt, hogy ne legyen vad tipusu géntermék

a korai fejlodési stadiumban, tehat csak a foszforilacios muténs fehérje legyen jelen.

4.1. Az NPS mutans embriok csokkent életkepességet mutatnak

Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy az NPS genotipusi embriok kikelési rataja
hogyan valtozik meg a vad tipusu embridkéhoz kepest normal laboratériumi koriilmenyek
kozott (25°C) valamint 15°C-on. Kontrollként 3F és HHH torzseket hasznaltunk. A statisztikai
eredmények alapjan jol latszik, hogy bar 25°C-on a HHH genotipust embriok is szignifikansan
kilonbdznek a 3F-tdl (p<0,015) (Henn et al., 2020), az NPS mutans embriok esetén még ennél
is nagyobb mértékben csdkken az életképesség mind a HHH genotipusu allatokhoz (p<0,0035),
mind a 3F kontroll csoporthoz (p<0,0001) kepest. 15°C-on mindkét mutans genotipus kikelési
rataja szignifikdnsan kilonbozik a 3F-hez képest (p<0,0001), azonban az NPS a HHH
mutansnal itt is szignifikansan rosszabb életképességet mutat (p<0,024) (5. abra). A 25°C-on
detektalhatd letalitas Uj tipust BigH1 fenotipus, ez a jelleg kordbban nem volt tapasztalhat6

egyik vizsgalt genotipusnal sem.
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Embriok kikelési rataja Embridk kikelési rataja

25°C-on 15°C-on
¢k ok ¢ 3 3k K
I i B s o 3 % '
100 L, 100 — #T__ﬂ .
- ! [ —
80+ - 80 -
60— 60 -
= X
40- 40—
20- 20
—
0 | | | 0 I I I_T_l
3F HHH NPS 3F HHH NPS

5. abra: Az NPS torzs kikelési rataja 25°C-on és 15°C-on a vad tipusu (3F) és a HHH varianshoz
képest. Szignifikans valtozasok: *: p<0,05; **: p<0,01; ****:p<0,0001.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fehérje foszforilaltsaga
kiemelkedGen fontos szerepet jatszik az embrionalis fejlédés soran, hiszen nagyban hozzajarul

az optimalistol eltérd koriilmények atvészelésében ebben a korai fejlédési idészakban.

4.2. Az NPS mutansban korai magosztédasi hibak figyelhetok meg

A kovetkez6 kisérletben megvizsgaltuk, hogy a megfigyelt letalitas a korai
embriogenezis hibainak tudhaté-e be. A ,nuclear fallout” fenotipus kimutatasara DAPI-t és
YH2Av ellenanyagot alkalmaztunk immunfestés soran. EI6bbi a sejtmagokat festi meg, az
utobbi pedig a duplaszali DNS toréseket tartalmazd sejtmagokat teszi lathatova, ami a
lesiillyedd sejtmagok egyik jellemz6 tulajdonsaga. (6. &bra A). A kapott adatok alapjan a vad
tipushoz (3F) képest (atlagosan 1,7%) a foszforilaciés mutans (NPS) joval magasabb aranyban
tartalmaz lesiillyed6 sejtmagokat (atlagosan 5,9%). Ugyanakkor a lesiillyedd magok aranya
nem szignifikdnsan magasabb (p<0,42) a foszforilacios mutans BigH1 fehérje (NPS)
jelenlétében, mint H1 jelenlétében (HHH) (6. abra B).
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Lesiillyed6 sejtmagok

aranya
3F 30— e
3
20
HHH 5 ¢ N
o~
e e %
10 g & o
3 4‘%
5 §:oa q’s
NPS 4 . X

6. dbra: (A) A lesiillyedé sejtmagok fenotipusa vad tipust (3F), HHH és NPS genotipusu korai
embriokban. Piros szinnel a sejtmagok latszodnak, a z6ld szin pedig a lesiillyedé sejtmagokat mutatja.
(B) A lesiillyed6 sejtmagok aranyabol szamitott statisztikai eredmények. ns: nem szignifikans
valtozas.

A ,nuclear fallout” fenotipus a DNS szintézis soran felhalmozott, vagy a magi

osztddasbol szarmazd hibak kovetkezmenye lehet.

4.3. Az NPS mutans homozigdta himek sterilek

A foszforilaciés mutans homozigota ecetmuslicak életképesnek bizonyultak, azonban
észrevettlk, hogy a torzsben tobb generacio utan is még korulbeldl fele aranyban jelen van a
TM3 balanszer kromoszoma. Ezért elvégeztiink egy fertilitasi kisérletet, melyben a homozigéta
himek ¢és néstények fertilitasat teszteltiik le. Kontrollként heterozigota himeket és sziiz
néstényeket kereszteztlink be w* sziiz nstényekkel, illetve himekkel.

Abban a 28 fiolaban, melyekben homozigota BigH1N™ himeket kereszteztem w*
szlizekkel egyetlen kikelt larva sem volt, ugyanakkor a heterozigéta himek (NPS/TM3) mind
fertilisek voltak, hiszen mind a 28 keresztezésben lathatéak voltak larvak. A homozigéta
ndstény allatok fertilisnek bizonyultak, hiszen heterozigota néstényekhez hasonléan az 6sszes

keresztezés (28-28) minden fiolajaban életképes larvakat figyeltiink meg.
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4.4. A BigH1 foszforilaltsaga befolyasolja az expresszios mintazatot

A vad tipust BigH1 fehérjér6l mar ismert, hogy a cellularizacioval egyidejiileg a
szomatikus sejtekben lecserélédik H1-re igy csak az ivarvonal sejtekben marad fenn. Ekkor
megy Vvégbe a ZGA folyamata is, mely sorén elkezdédik az aktiv génétirds a sajat genomrol.
Kordbban mar kimutattak, hogy a ZGA 06sszefiliggésbe hozhatd a vizsgalt fehérje jelenlétével,
mert a BigH1 megakadalyozza a tul korai intenziv génkifejez6dést (Pérez-Montero et al., 2013),
ugyanakkor meg kell emliteni azt is, hogy a ZGA a fehérje jelenlététél fiiggetleniil is
végbemegy.

Késoi 3F és NPS embriokon (>13. oszt6déasi stadium) vegeztiink immunfestést DAPI-
val, valamint a-Flag és a-Dcpl ellenanyagokkal, amik lehet6vé tették a sejtmagok, a BigH1 és
az apoptotikus sejtek kimutatasat egyidejiileg. A kisérletb6l kideriilt, hogy mig a vad tipusu
embridknal (3F) mar nem kimutathat6 a fehérje ebben a kés6i embrionalis stadiumban, az NPS
mutansban meg mindig jelen van, tovabba sokkal nagyobb aranyban lathatdak apoptotikus
sejtek is (7. abra).
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DAPI o-Flag a-hasitott Dcp-1

NPS

7. dbra: A BigHL1 és az apoptotikus sejtek kimutatasa immunfestéssel a gasztrulalddott 3F és NPS
embriokban. Kék szinnel a sejtmagok latszddnak, pirossal a BigH1 fehérje, zélddel pedig az
apoptotikus sejtek.

A kés6i embrionalis stadiumban is jelenlevé NPS mutans fehérje észlelése példaul azzal
magyarazhato lenne, hogy a vad tipusu fehérje negativabb téltéssel rendelkezik a foszforilaltsag
miatt, igy mobilisabbnak bizonyul, kdnnyebben le tud valni a szintén negativ toltésti DNS-rél.
Ezzel szemben a nem foszforilalt forma, az NPS fehérje a vad tipushoz képest mindenkéeppen
pozitivabb toltéssel rendelkezik. A hipotézis tesztelése azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Kimutattuk, hogy az NPS foszforilaciéos mutansban a vad tipusnal joéval tobb apoptotikus
sejt figyelheté meg. Ebb6] arra kovetkeztethetiink, hogy azokban a szomatikus sejtekben, ahol
a BigH1-nek mar nem szabadna jelen lennie, a fehérje stabilabban k6tédik a nukleoszémakhoz.
Ezzel a hibajavito mechanizmusok, vagy a transzkripcioban résztvevé molekulak kromatinhoz

valé hozzaférhetoségét valtoztathatja meg és ezért indulhat be a programozott sejthalal.



4.5. BigH1 mutéansok tervezése a foszforilacios helyek jelentoségének vizsgalatahoz

A BigH1 foszforilaciojanak jelentdségérél mar rendelkezink pér irodalmi adattal és a
sajat, NPS torzsuink vizsgéalata is jol mutatja, hogy ennek a PTM-nak a fehérjén nagy jelentésége
van az életképesség tekintetében. Az azonban nem ismert, hogy egy altalanos hiperfoszforilalt
allapot a legkedvezébb a BigH1 megfeleld mikodéséhez, vagy pedig kimondottan van egy
domén, vagy aminosav melynek foszforilaci6ja nagyban befolyasolja a fehérje funkcidjat.
Ezzel a kisérletsorozattal 6tféle foszforilacios mutans BigH1 gént allitottunk el6 abbdl a célbol,
hogy kideritsuk a fenti kérdesre a valaszt.

Harom létrehozott modositasi helyet az génen sajat, még nem kozélt adatok alapjan
valasztottunk ki. Prof. Boros Imre kutatocsoportjaban egy proteomikai kisérlettel korabban mar
kimutattak, hogy 15 olyan aminosav van jelen a feherjén, amely képes lehet foszforilalodni.
Mivel a tomegspektrometridas mérések csak hozzavetdlegesen adnak informaciot a
foszforilacios helyek helyzetérdl a fehérjén, igy nagyon kdzeli aminosavak esetén nem lehetett
elddnteni, hogy melyik képes ténylegesen foszforilalédni (8. abra). Az kimutatott aminosavak
kozul igy valdjaban kordlbelll 10 lehet érintett a foszforilacioban. Ez az eredmény vezetett az
NPS genotipus létrehozadsahoz is, ahol az érintettnek vélt foszforilacidéra képes aminosavak

mindegyikét lecserélték alaninra (2. fliggelék).
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o ///7////

Site S254 S255 T264 S265 T267 5287 S288 S299 S326 T327 S331 S339 T340

8. bra: A proteomikai kisérletek eredménye. A fekete vizszintes vonalak olyan azonositott peptideket
jeldlnek, ahol az aminosavak valamelyikén foszforilaciot detektaltak.

Ahhoz, hogy a vizsgalatainkhoz nagyobb eséllyel valasszunk ki jelentés foszforilacios
helyeket, el6szor statisztikat készitettem a foszforilaciora alkalmas aminosavak konzervaltsagat
illetéen. 12 Drosophila faj (Drosophila melanogaster, Drosophila simulans, Drosophila
sechellia, Drosophila yakuba, Drosophila erecta, Drosophila suzukii, Drosophila willistoni,

Drosophila mojavensis, Drosophila grimshawi, Drosophila ananassae, Drosophila persimilis
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és Drosophila pseudoobscura pseudoobscura) a BigH1 fehérjével homologiat mutatd
fehérjeszekvenciajat illesztettem Gssze Jalview szoftverrel az 6sszes algoritmus (Tcoffee;
Probcons; Muscle; Mafft; MSAprobs; LGprobs) eredményét figyelembe véve, és diagramot
készitettem az egyezésekbdl (9. dbra). Az &brabdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a magasabb
egyezést mutatd aminosavak nagyobb valosziniiséggel rendelkeznek kardindlis szereppel,

hiszen evollciésan konzervaltabbak mert a rokonfajok nagyrészénél is jelen vannak.

A BigH1 foszforilacids helyek konzervaltsaga
100
90
80

70

6
5
4
3
2
1
0

S88 S254 S255 T264 S265 T267 S287 S288 S299 S326 T327 S331 S339 T340
Lehetséges foszforilacids helyek

o O O o o

o

12 Drosophila faj alapjan szamitott %-os érték

9. dbra: A lehetséges foszforilacids helyek konzervaltsdganak szemléltetése. Az S szerint, a T treonint
jelol, a szamok pedig az aminosavak helyzetét mutatjak a fehérjében.

Ezen felll figyelembe vettiik még a kutatocsoport korabbi eredményeit is a témaban, mi
szerint az S287/S288-as, S299-es és az S331-es aminosavak kicserélése nem okozott jelentdsen
eltéré fenotipust, tehat ezek tovabbi vizsgalatat elvetettilk (Szabd, 2020). Valasztasunk igy az
S265-0s, a T327-es és egy dupla aminosav cserére, az S339/T340-es aminosavak kicserélésére
esett. Ezen feltl még egy-egy olyan szekvenciavaltozatot is létrehoztunk a mar meglévé NPS
génbdl, melyek csak az N- illetve csak a C-terminalis doménen hordoznak elrontott
foszforilacios helyeket, igy 6sszesen 6tféle valtozatot fogunk tudni megvizsgalni a tovabbi

Kisérletek soran (10. abra).
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N-term C-term

\ S339A/T340A

T327A

10. &bra: A tervezett szekvenciamodositasok bemutatasa az NPS génen keresztiil. Az N-term és a C-
term modositasok csak az N- illetve C-terminalis domén-en jelentenek elrontott foszforilacids helyeket
a vad tipushoz képest, az S265A és a T327A egy-egy aminosav cseréjét jelentik, az S339A/T340A
pedig egy dupla aminosav cserét jeldl.

4.6. Egyedi foszforilacios helyek elrontasa PCR-ral

A korabban emlitett haromféle mutaciét mutagén PCR segitségével hoztuk létre.
Templatként olyan plazmidot hasznaltunk, ami a vad tipust BigH1 szekvenciat tartalmazza
(pUC18 3xFlag BigH1 dsRed). A PCR 0&sszeallitasahoz mutagén primereket terveztlnk,
melyek néhany bazispar megvaltoztatasaval aminosav cserét okoztak ezzel missense mutaciot
létrehozva (11. abra). A pontmutaciok mindegyike lehetséges foszforilacios helyek elrontasat
eredményezte Ugy, hogy a szerin vagy treonin aminosavak alaninra cserélédtek. Egy tovabbi
fontos szempont volt még a primerek tervezésnél, hogy késébb konnyen tudjunk szelektalni az
altalunk tervezett szekvenciakra. Ennek érdekében a primereket gy terveztiik meg, hogy a
megvaltoztatott szekvencia restrikcios endonukleaz emésztéssel azonosithato legyen. Az S265
aminosav cseréjét Xhol, a T327 cseréjét Kpn2l egyedi restrikcids hasitohelyek létrejotte jelzi,
az S339/T340 aminosavak cseréjét pedig a Sall egyedi restrikcios hasitohely indikalja (1.
fuggelék).
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pUC18 3xFlag BigH1 dsRed
5510 bp

f-—S265A Fw
f S265A Rev

ori Rev
ori Fw™
/ _T327Fw
g~ T327 Rev
\ $339; T340 Fw
S339; T340 Rev

11. dbra: A mutagén PCR-hoz hasznélt primerek helyzete a vad tipust BigH1 szekvenciat hordozé
plazmidon.

A PCR termékeket Dpnl-el emésztettilk, hogy a PCR-hoz hasznalt eredeti metilalt DNS
templat ne zavarjon be a tovabbi reakciok soran, majd kitisztitottuk a mintakat. Az igy kapott
DNS fragmenteket Szekvencia és Ligalas Fliggetlen Klonozas (SLIC) reakcio alkalmazésaval
tudtuk 0©sszeilleszteni Gjra plazmidda. Az elkészult plazmidokat kompetens sejtekbe
transzformaltuk. A SLIC Iényege, hogy lehetdvé teszi a PCR technikaval felamplifikalt DNS
szalak egyszeri Osszekapcsolasat, melyek kb. 25 bazispar atfedésben vannak egyméssal. A
modszer a T4 polimeraz exonukleaz aktivitasan alapszik, mely visszaemészti az atfedd végeket
3’ = 5’ iranyba, igy hibridizalni tudnak a fragmentumok és cirkularis DNS jon létre nick-ekkel,

melyeket a kompetens baktériumsejt hibajavitd mechanizmusai javitanak Ki.
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4.7. Foszforilacios muténs BigH1 szekvenciak eléallitasa pUC18- vad tipust és NPS

plazmidok kl6nozasaval

Tovabbi két foszforilaciés mutéanst allitottunk elé pUC18 3xFlag BigH1 dsRed vad
tipusu és pUC18 3xFlag BigH1 dsRed NPS plazmidok hagyomanyos klonozéasaval. A BstXI
restrikciés endonukledz alkalmazésaval a plazmidokat megemésztettik (12. abra), majd agar6z
gélen megfuttattuk és visszaizolaltuk a fragmentumokat. A kisebb fragmentum a BigH1
globularis doménjét, C-terminalis végét és a dsRed gén egy darabjat hordozza, a nagyobb pedig
a BigH1 N-terminalis végét, illetve a plazmid tébbi részét.

pUC18 3xFlag BigH1 dsRed pUC 18 3xFlag BigH1 dsRed NPS

5510 bp H S510 bp
\ |

12. dbra: A vad tipust pUC18 3xFlag BigH1 dsRed és a pUC18 3xFlag BigH1 dsRed NPS plazmidok
térképe feltlintetett BstXI hasitohelyekkel és foszforilacids helyekkel a BigH1-en.

A klonozas alapja itt az volt, hogy az enzim a C-terminalis foszforilacios helyeket
elvalasztja az N-terminalis végen talalhato foszforilacios helyekt6l, mert a génen beliil Ggy
helyezkedik el a BstXI felismerd szekvencidja. igy a vad tipust és az NPS mutans szekvenciak
kombinalasaval lehetévé valik két olyan valtozat eldallitasa, melyeknél az egyik csak az N-
terminalis doménjén hordozza majd az elrontott foszforilacids helyeket, a masik pedig csak a
C-terminalis doménjén. Ezek alapjan mértik 0ssze a foszforilaciés mutans és a vad tipusu
BigH1 szekvencidkat tartalmazé ligalasi reakcioelegyeket majd kompetens sejtekbe
transzformaltuk a rekombinans plazmidokat. Az altalunk tervezett kombinacio Iétrejottére Pstl

restrikcios endonukleaz emésztéssel tudunk szelektalni, mivel az enzim a BigH1 N-terminalis
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doménjén talalhato egyedi felismerési helye egy altalunk elrontott foszforilacios hellyel esik

egybe.

4.8. Klonozas pTZ vektorba

A rekombinans pUC18 vektorokat hordoz6 felndtt telepeken kolonia PCR-t
alkalmaztunk és a megfeleld restrikcios endonukledzokkal (Xhol, Kpn2l, Sall és Pstl)
megemésztettiik a PCR termékeket, ami lehetéséget adott a mutaciot hordozé baktériumtelepek
kivalasztasara a tovabbi folyamatokhoz (3. fliggelék). A megfelelének bizonyult telepeket
folyékony tapoldatban felszaporitottuk és kitisztitottuk bel6likk a plazmidokat. Az igy kapott
DNS szakaszokat elkiildtik szekvenalni, hogy megbizonyosodjunk a szekvencia pontossagarol
(4. fuggelék).

A megfeleld szekvencidkat ezek utdn egy nagyobb plazmidba, a pTZ vektorba kellett
klonozni, ami mar tartalmazza az injektalashoz sziikséges homoldg karokat, amik Kijel6lik a
gén kornyezetét a Drosophila genomban. Ezt ugy tudtuk megtenni, hogy mindkét vektort
megemesztettiik Bst11071 és Bglll restrikcios endonukledzokkal, melyek egyedi hasitohelyei a
klonozni kivant szakaszt hataroljak (13. abra). Az emésztés termékeit agardz gélen futtattuk
meg és visszaizolaltuk a megfelel6 fragmentumokat. A fragmentumokat 6sszeligaltuk és az igy
elkészilt pTZ vektort betranszformaltuk kompetens sejtekbe. A klonozas sikerességét kolonia
PCR-ral és a korabban tervezett egyedi hasitohelyek segitségével, restrikciés endonukleaz
emésztéssel (Xhol, Kpn2l, Sall és Pstl) bizonyitottuk. A kivant mutaciokat tartalmazo
baktériumtelepeket felszaporitottuk és nagy mennyiségii, tiszta plazmid DNS-t nyertink Ki
bellik, amit injektald pufferben oldottunk vissza. A plazmidok szekvenciajat Sanger
szekvenalassal ellendriztiik. A nagy tisztasagu, injektalé pufferben felvett plazmidokat az
SZBK Drosophila Injektald szolgalatanak adtuk at, hogy ezek segitségével Uj tipusu BigH1

foszforilacidos mutans Drosophila vonalakat allitsanak eld.
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13. dbra: A pUC18 3xFlag BigH1 dsRed és a pTZ 3xFlag BigH1 dsRed vektorok térképe feltiintetve
a Bst11071 és Bglll restrikcids endonukleazok hasitohelyeit.
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5. Osszefoglalas

A BigH1 alternativ linker hiszton foszforilaciés konzervéltsdga mar bizonyitott,
azonban a pontos szerepe még nem ismert. Munkank célja ezen poszttranszlaciés mddositas
jelentdségének tanulmanyozéasa volt. Kisérleteinket egy foszforilaciora képtelen muténs
fehérjét (NPS) hordozé térzson végeztik el.

Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a foszforilaciéra képtelen fehérje jelenléte

him sterilitast okoz homozigota allatoknal, tovabba lecsokkenti az embridk életképességét. Mar
a 25°C-on is alacsonyabb a kikel6 NPS embriok ardnya a 3F és a HHH kontrolloknal,
alacsonyabb hémérsékleten, 15°C-on azonban joval szignifikdnsabb kilénbség detektalhato.
Mikroszkopos vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a foszforilacios mutans fehérje expresszios
mintazata tovabb fennmarad az embrionalis fejlédés soran. Ezzel egyidejtileg megallapitottuk,
hogy a kés6i mutans embriokban sokkal tobb apoptotikus sejt figyelheté meg, mint a vad
tipusban. Azt is kimutattuk, hogy az NPS mutans korai embriokban megfigyelhet6 lesiillyedd
sejtmagok aranya nem szignifikdnsan magasabb a HHH mutansénal, azonban mivel az NPS
mutans embridk kikelési rataja joval alacsonyabb, arra kdvetkeztethetiink, hogy ez a mutacio
kés6i embrionalis fejlédésben is okozhat defektusokat. Eredményeink arra utalnak, hogy a
BigH1 foszforilaciojanak nagy jelentésége van az embrionalis magosztodasok soran, valamint
szerepet jatszik a fehérje kromatinrdl torténd tavozasaban cellularizaciot kdvetden.
Annak érdekében, hogy Kkideritsik, hogy a helyes BigH1 funkciéhoz mely aminosavak
foszforilacidja szikséges, Otféle foszforilacios mutans BigH1 gent hordozd plazmidot
allitottunk el6 in vitro, melyek segitségével CRISPR/Cas9 génszerkesztéssel j tipusd mutans
allatokat tudunk létrehozni.

Reményeink szerint vizsgalataink tulmutatnak a Drosophila BigH1 fehérje
foszforilaci6janak vizsgalatan és eredményeink hosszutavon hozzajarulhatnak majd a kromatin

komplex szerkezetének és mitkodésének megértéséhez.

30



6. Koszonetnyilvanitas

Elsdsorban szeretnék kdszdnetet mondani témavezetdmnek, Dr. Henn Laszlonak, hogy
mindig tlrelmes volt hozzdm és sokat tanulhattam t6le, mert soha nem sajnalta idejét és
energigjat a kdozoés munkankra. Ezen Kivil kdszéndm a sok jé tandcsat és segitségét a TDK
dolgozatom megirasaban. Szeretném megkészonni Dr. Boros Imre Tanar Urnak, hogy
tamogatta a témavalasztasomat €s elvallalta a bels6é konzulensem szerepét.

Szeretném megkdszonni Dr. Timinszky Gyula csoportvezeténknek, hogy lehetéségem
volt a laborjaban elvégezni a dolgozatomhoz szlikséges kisérleteket. Ezen kivil kdszondém a
csoport tobbi munkatarsdnak is, hogy mindig azonnali segitséget nyljtottak barmilyen

felmerulo kérdésem esetén.

31



7. lrodalomjegyzék

Allan, J., Mitchell, T., Harborne, N., Bohm, L., & Crane-Robinson, C. (1986). Roles of H1
Domains in Determining Higher Order Chromatin Structure and H1 Location. Journal of
Molecular Biology, 187(4), 591-601. https://doi.org/10.1016/0022-2836(86)90337-2

Bannister, A. J., & Kouzarides, T. (2011). Regulation of chromatin by histone modifications.
Cell Research, 21(3), 381-395. https://doi.org/10.1038/cr.2011.22

Bian, Q., & Belmont, A. S. (2012). Revisiting higher-order and large-scale chromatin
organization. ~ Current  Opinion in  Cell  Biology, 24(3), 359-366.
https://doi.org/10.1016/j.ceb.2012.03.003

Brandt, W. F., Schwager, S. U. L., Rodrigues, J. A., & Busslinger, M. (1997). Isolation and
amino acid sequence analysis reveal an ancient evolutionary origin of the cleavage stage
(CS) histones of the sea urchin. European Journal of Biochemistry, 247(3), 784—791.
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1997.00784.x

Carbonell, A., Henn, L., Pérez-Roldan, J., Tamirisa, S., Szabo, A., Boros, I. M., & Azorin, F.
(2020). In response to Li et al.: Linker histones function in Drosophila embryogenesis.
BioRxiv. https://doi.org/10.1101/2020.03.21.001529

Carbonell, A., Pérez-Montero, S., Climent-Canto, P., Reina, O., & Azorin, F. (2017). The
Germline Linker Histone dBigH1 and the Translational Regulator Bam Form a Repressor
Loop Essential for Male Germ Stem Cell Differentiation. Cell Reports, 21(11), 3178—
3189. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.11.060

Cho, H., & Wolffe, P. A. (1994). Xenopus laevis B4, and intron-containing oocyte-specific
linker histone-encoding gene. Gene, 143(2), 233-238. https://doi.org/10.1016/0378-
1119(94)90102-3

Climent-Canto, P., Carbonell, A., Tamirisa, S., Henn, L., Pérez-Montero, S., Boros, I. M., &
Azorin, F. (2021). The tumour suppressor brain tumour (Brat) regulates linker histone
dBigH1 expression in the Drosophila female germline and the early embryo. Open
Biology, 11(5), 200408. https://doi.org/10.1098/rsob.200408

Fan, Y., Nikitina, T., Zhao, J., Fleury, T. J., Bhattacharyya, R., Bouhassira, E. E., Stein, A.,
Woodcock, C. L., & Skoultchi, A. 1. (2005). Histone H1 Depletion in Mammals Alters
Global Chromatin Structure but Causes Specific Changes in Gene Regulation. Cell,
123(7), 1199-1212. https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.10.028

Farrell, J. A., & Farrell, P. H. O. (2014). From Egg to Gastrula: How the Cell Cycle is

32



Remodeled During the Drosophila Mid-Blastula Transition. August, 269-294.
https://doi.org/10.1146/annurev-genet-111212-133531

Foe, V. E., & Alberts, B. M. (1983). Studies of nuclear and cytoplasmic behaviour during the
five mitotic cycles that precede gastrulation in Drosophila embryogenesis. Journal of Cell
Science, 61(1), 31-70. https://doi.org/10.1242/jcs.61.1.31

Funaya, S., Ooga, M., Suzuki, M. G., & Aoki, F. (2018). Linker histone HLFOO regulates the
chromatin structure in mouse zygotes. FEBS Letters, 592(14), 2414-2424.
https://doi.org/10.1002/1873-3468.13175

Fyodorov, D. V., Zhou, B. R., Skoultchi, A. I., & Bai, Y. (2018). Emerging roles of linker
histones in regulating chromatin structure and function. Nature Reviews Molecular Cell
Biology, 19(3), 192-206. https://doi.org/10.1038/nrm.2017.94

Happel, N., & Doenecke, D. (2009). Histone H1 and its isoforms: Contribution to chromatin
structure and function. Gene, 431(1-2), 1-12. https://doi.org/10.1016/j.gene.2008.11.003

Henn, L., Szabd, A., Imre, L., Roman, A., Abraham, A., Vedelek, B., Nanasi, P., & Boros, I.
M. (2020). Alternative linker histone permits fast paced nuclear divisions in early
Drosophila embryo. Nucleic Acids Research, 48(16), 9007-9018.
https://doi.org/10.1093/nar/gkaa624

Izzo, A., Kamieniarz, K., & Schneider, R. (2008). The histone H1 family: specific members,
specific functions? Biological Chemistry, 389(4), 333-343.
https://doi.org/10.1515/BC.2008.037

Li, K. K., Han, D., Chen, F., Li, R., Zhou, B. R., Bai, Y., Yuan, K., & Rong, Y. S. (2019).
Compensatory replacement of the BigH1 variant histone by canonical H1 supports normal
embryonic development in Drosophila. BioRxiv. https://doi.org/10.1101/789735

Lu, M. J,, Dadd, C. A., Mizzen, C. A,, Perry, C. A., McLachlan, D. R., Annunziato, A. T., &
Allis, C. D. (1994). Generation and characterization of novel antibodies highly selective
for phosphorylated linked histone H1 in Tetrahymena and HelLa cells. Chromosoma,
103(2), 111-121. https://doi.org/10.1007/BF00352320

Lu, M. J., Mpoke, S. S., Dadd, C. A, & Allis, C. D. (1995). Phosphorylated and
dephosphorylated linker histone H1 reside in distinct chromatin domains in Tetrahymena
macronuclei. Molecular Biology  of  the Cell, 6(8), 1077-1087.
https://doi.org/10.1091/mbc.6.8.1077

Luger, K., Méder, A. W., Richmond, R. K., Sargent, D. F., & Richmond, T. J. (1997). Crystal
structure of the nucleosome core particle at 2.8 A resolution. Nature, 389(6648), 251-260.
https://doi.org/10.1038/38444

33



Marzluff, W. F., Wagner, E. J., & Duronio, R. J. (2008). Metabolism and regulation of
canonical histone mRNAs: life without a poly(A) tail. Nature Reviews Genetics, 9, 843—
854. https://doi.org/10.1038/nrg2438

Millan-arifio, L., l1zquierdo-bouldstridge, A., & Jordan, A. (2016). Specificities and genomic
distribution of somatic mammalian histone H1 subtypes. BBA - Gene Regulatory
Mechanisms, 1859(3), 510-519. https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2015.10.013

Millar, C. B. (2013). Organizing the genome with H2A histone variants. Biochemical Journal,
449(3), 567-579. https://doi.org/10.1042/BJ20121646

Mizusawa, Y., Kuji, N., Tanaka, Y., Tanaka, M., lkeda, E., Komatsu, S., Kato, S., &
Yoshimura, Y. (2010). Expression of human oocyte-specific linker histone protein and its
incorporation into sperm chromatin during fertilization. Fertility and Sterility, 93(4),
1134-1141. https://doi.org/10.1016/].fertnstert.2008.11.028

Patterton, H. G., Church, C., Landsman, D., Peterson, C. L., & Simpson, R. T. (1998). The
Biochemical and Phenotypic Characterization of Hholp, the Putative Linker Histone H1
of Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biological Chemistry, 273(13), 7268-7276.
https://doi.org/10.1074/jbc.273.13.7268

Pérez-Montero, S., Carbonell, A., Moran, T., Vaquero, A., & Azorin, F. (2013). The embryonic
linker histone H1 variant of Drosophila, dBigH1, regulates zygotic genome activation.
Developmental Cell, 26(6), 578-590. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2013.08.011

Rice, J. C., & Allis, C. D. (2001). Histone methylation versus histone acetylation: new insights
into epigenetic regulation. Current Opinion in Cell Biology, 13(3), 263-273.
https://doi.org/10.1016/S0955-0674(00)00208-8

Rossetto, D., Avvakumov, N., & Coté, J. (2012). Histone phosphorylation A chromatin
modification involved in diverse nuclear events. Epigenetics, 7(10), 1098-1108.
https://doi.org/10.4161/epi.21975

Sirotkin, A. M., Edelmannt, W., Cheng, G., Klein-szantot, A., Kucherlapatit, R., & Skoultchi,
A. 1. (1995). Mice develop normally without the HiO linker histone. 92(July), 6434-6438.

Sullivan, W., Daily, D. R., Fogarty, P., Yook, K. J., & Pimpinelli, S. (1993). Delays in anaphase
initiation occur in individual nuclei of the syncytial Drosophila embryo. Molecular
Biology of the Cell, 4(9), 885-896. https://doi.org/10.1091/mbc.4.9.885

Szab0, A. (2020). A BigH1 alternativ linker hiszton szerepe a Drosophila korai fejlédésben.
https://doi.org/10.14232/phd.10786

Th’ng, J. P. H., Sung, R., Ye, M., & Hendzel, M. J. (2005). H1 Family Histones in the Nucleus.
The Journal of Biological Chemistry, 280(30), 27809-27814.

34



https://doi.org/10.1074/jbc.M501627200

Villar-Garea, A., & Imhof, A. (2008). Fine mapping of posttranslational modifications of the
linker histone H1 from Drosophila melanogaster. PL0oS ONE, 3(2).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0001553

Vyas, P., & Brown, D. T. (2012). N- and C-terminal domains determine differential
nucleosomal binding geometry and affinity of linker histone isotypes H1 Oand Hlc.
Journal of Biological Chemistry, 287(15), 11778-11787.
https://doi.org/10.1074/jbc.M111.312819

Wibrand, K., & Olsen, L. C. (2002). Linker histone H1M transcripts mark the developing germ
line in  zebrafish.  Mechanisms of Development, 117(1-2), 249-252.
https://doi.org/10.1016/S0925-4773(02)00173-9

Woodcock, C. L., & Ghosh, R. P. (2010). Chromatin Higher-order Structure and Dynamics.
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 2(5), a000596.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a000596

Xu, N., Lu, X., Kavi, H., Emelyanov, A. V, Bernardo, T. J., Vershilova, E., Skoultchi, A. 1., &
Fyodorov, D. V. (2016). BEN domain protein Elba2 can functionally substitute for linker
histone H1 in Drosophila in vivo. Scientific  Reports, 6, 1-11.
https://doi.org/10.1038/srep34354

Zhou, B. R., Feng, H., Kato, H., Dai, L., Yang, Y., Zhou, Y., & Bai, Y. (2013). Structural
insights into the histone H1-nucleosome complex. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 110(48), 19390-19395. https://doi.org/10.1073/pnas.1314905110

Internet:

httpl: https://flybase.org/reports/FBgn0038252 Utols6 hozzaférés datuma: 2022. 04. 09.

35


https://flybase.org/reports/FBgn0038252

8. Filggelékek
. A primer altal
. Primer .
Primer , . L. létrehozott/elrontott
Olvadaspont | hossza Primer szekvenciaja - o
neve (bp) egyedi restrikcios
P hasitohely
o CCATGCTCGAGACAG
S265A Fw 68°C 26 CCCAGACAGCG il
o CTGTCTGGGCTGTCTC
S265A Rev 70°C 29 GAGCATGGCCTGC
o CCTCCGCTCCGGATC
T327TA Fw 65°C 29 TTTCCATAATGGAG Kono|
T327A 67°C ,s | GGAAAGATCCGGAGC P
Rev GGAGGCTCC
S339A/ 68°C 29 GCCACGGCGGCTCCT
T340A Fw CAAGGAG
i%i%i’ s°C ” CTTGAGGAGCCGCCG -Sall
TGGCCTG
Rev
. o GCTCACGCTGTAGGT
ori Fw 65°C 29 ATCTCAGTTCGGTG _
. o CACCGAACTGAGATA
ori Rev 65°C 29 CCTACAGCGTGAGC
1. fuggelék: A mutagén PCR-hoz felhasznalt primerek.
Aminosav szdma a BigH1 génben Vad tipus Mutans
74 Thr Ala
88 Ser Ala
254 Ser Ala
255 Ser Ala
264 Thr Ala
265 Ser Ala
267 Thr Ala
287 Ser Ala
288 Ser Ala
299 Ser Ala
326 Ser Ala
327 Thr Ala
331 Ser Ala
339 Ser Ala
340 Thr Ala

2. fuggelék: A BigH1-ben létrehozott pontmutaciok.
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Primer hossza

Primer neve Olvadéaspont (bp) Primer szekvencidja
dBigH1 int Fw 57°C 20 CCCAAAACCAAAGGGTACGC
dsRed seql 60°C 18 GACGTCCTCGGAGGAGGC

3. fuggelék: Restrikciés endonukledzzal valé emésztés el6tti PCR-hoz hasznalt primerek.

Primer hossza

Primer neve Olvadéaspont (bp) Primer szekvencidja
dBigH1 int Rev 57°C 20 TCTCCACAGCCTTTGAGGAG
dsRed seql 60°C 18 GACGTCCTCGGAGGAGGC

4. fuggelék: Szekvenalashoz hasznalt primerek.
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9. Tételes Szerzéi Hozzajarulas

Alulirott Pék Ramdna nyilatkozom, hogy a Biologia TDK 2022, tavaszi forduldjara benyujtott:
Az alternativ linker hiszton foszforilaciéjanak szerepe Drosophilaban cimii dolgozatomban
leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Rész/feladat”

Felkészités utan 6nalléan

végeztem a dolgozathoz

szikséges mennyisegben
(%-ban megadva)

Folyamatos segitséggel
végeztem a dolgozathoz
sziikséges mennyiségben

(%-ban megadva)

Az embriok életképességének

vizsgalatahoz szlkséges teenddk 70 30
elvégzése!
Em_brzok elokleszztese 100 0
immunfestéshez
Immunfestések lebonyolitasa 100 0
Mikroszkopos képek kiértékelése
) . 60 40
és szerkesztése
NPS fertllltffls] teszt 100 0
lebonyolitasa
Primerek tervezése? 50 50

DNS munkak elvégzése: PCR
reakciok, enzimatikus reakciok
(SLIC, ligalas, DNS emésztése),

transzformalas, klénozas, 100 0
agaroz gélelektroforézis, DNS
tisztitasa és visszaizolalasa
agaroz gélbol
Az adatok statisztikai
feldolgozasa

50 50

Magyarazat:
A petéztets taptalajt és a kisérletet a hallgaté maga végezte el, az kikel6 embriok

szamolésaban a témavezetdje segitett neki.
2A felhasznalt primerek koziil a mutagén primereket a hallgaté tervezte, a tobbit készen
kapta.
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