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BEVEZETES

A természet maig megoldatlan taldnya, hogy vajon hogyan tekeredik fel egy kozel két méter hosszu
makromolekula, az emberi DNS, egy koriilbeliil 5 um atméréjli sejtmag paranyi dimenzi6éjaban? Az
eukaridta sejtek Orokitd egységei, a kromoszémak, nem csupan kétszald dezoxiribonukleinsav
lancok, hanem DNS-bél, hiszton+nem-hiszton fehérjékb6l és ribonukleoproteinekbdl allo
makromolekularis komplexek, amelyek szdmos nyitott (vagyis rugalmas) és zart (rigid) kromatin
kompartmentet alakitanak ki az interfazisos sejtmagban. EISbbi régidkat Kklasszikusan
eukromatinnak nevezziik, mig az utébbi képlet neve heterokromatin. Ezen feliil, a kromatin
szerkezeti alapegysége, a nukleoszoma, nagyszdmud és kémiailag rendkiviil valtozatos
poszttranszlaciés modositdsokon megy keresztiil, amelyek kombinativ moédon, a kiilonféle
sejtbiokémiai funkcidknak megfeleléen finomhangoljak a nyitottabb és zartabb kromatin régidk
szerkezetét és miikodését, sziikitve a lehetséges feltekeredési Utvonalak szdmat. A kromatin emiatt
rendkiviil dinamikus és adaptiv, vagyis belsé és kiils6 ingerekre képes drasztikusan megvaltoztatni
A genom flexibilitasat novel6 fontos tényez6 a DNS molekula egyik vagy mindkét szalat megszakité
folytonossaghianyok (SSB - szimplaszal torés; DSB - duplaszal torés) és specidlis, un. “nem-B DNS”
strukturak (pl. R-hurkok) jelenléte. DNS hibak, torések, és R-hurkok gyakorlatilag folyamatosan
keletkeznek a sejtekben a kiilonféle sejtélettani és/vagy patolégids folyamatok révén, am azokat
hatékony hibakorrekciés rendszerek és replikativ hibaelkeriil6 itvonalak javitjak ki. Megjegyzend®,
hogy a DNS torésekre altalaban, mint valamilyen patolégias allapotra gondolunk (részben jogosan,
hiszen azok novelik a genom instabilitasat, amely pl. a rosszindulata sejtek jellemzdje), viszont az
utobbi évek kutatasai szamos olyan fiziol6gias folyamatot tartak fel (Niehrs and Luke 2020), amelyek
genetikailag programozott kromoszématorések vagy R-hurkok létrejotte nélkiil nem
jatszodhatnanak le (Santos-pereira and Aguilera 2015; Szekvolgyi and Nicolas 2010). A genom
szerkezetével kapcsolatban azonban szamos megvalaszolatlan (vagy részben feltart) kérdéssel
szembesiiliink: mennyire specifikus a kromatin feltekeredése eltérd sejttipusokban; mekkora az
egyedi sejtek kozotti variabilitas; hogyan valtozik a 3D kromatin mintazat a szoveti differenciacid, az
Oregedés, és kiilonféle patologias allapotok soran; van-e kiillonbség a diploid testi sejtek és a haploid
(meiotikus) ivarsejtek kromatinszerkezeti sajatossdgai kozott; milyen Osszefiiggés van a
magasabbrendii kromatinszerkezet, a DNS 1éziok és R-hurok struktarak kialakulasa kozott; melyek

a térbeli genomszerkezet f6bb molekularis komponensei, kiilonos tekintettel a hiszton mdédositd
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enzimek, hiszton modifikaciék és nem-kddolé RNS-ek szerepére? A kovetkez6 pontokban ezekre a

kérdésekre keressiik a valaszt.

A GENOM FELEPITESENEK SZERKEZETI ALAPVONASAI

A virdlis genom igen szorosan pakolédik: a kapszid térfogata majdnem megegyezik a benne 1év6
nukleinsav térfogataval (Krebs et al. 2018). Ezzel szemben a baktériumok genetikai dllomanya a
sejttérfogat toredékét foglalja el. E. coli sejteket lizdlva tomegesen izolalhatunk a széttoredezett
sejtburokhoz kihorgonyzott, fehérjékkel-asszocialt, hurokszerli DNS rostokat. Etidium-bromid
(EtBr) titralasos mérések alapjan az izolalt DNS rostok un. zart-cirkularis negativ szuperhélix
formaban vannak, amely a DNS molekula természetes alapallapota (Calladine 2004). Az izolalas
sordn véletlenszerii egyszaltorések (Un. nick-ek) keletkeznek a nukleoid DNS-ben, amelyek
elméletileg megsziintetik az EtBr altal 1étrehozott energetikailag kedvez6tlen pozitiv szuperhelikalis
allapotot. Am a valésagban nem ez torténik: a nukleoid nem relaxalédik, hanem megtartja az EtBr
okozta pozitiv szupertekercs allapotat, ami azt jelenti, hogy a bakterialis genom szdmos egymastél
fiiggetlen doménbol all. A genomban koriilbeliil 100 ilyen egység van, melyek mindegyike ~43 kb (13
pm) nagysagd autoném hurkot alkot (Krebs et al. 2018). E topoldgiai domének egymastol
fliggetlenek, mivel a szuperhelicitas valtozasa nem propagal6dik egyik hurokroél a méasikra; igy eltéré
szuperhélix allapot tarthaté fenn a baktérium genom kiilonboz6é részein, amely alapvetfen

befolyasolja a kiilonféle gének/géncsoportok koordinalt expresszidjat vagy csendesitését.

Ha eukariodta sejtekbdl sdéextrakcios eljarassal izolalt genomon végezziik el a fenti EtBr titralast,
hasonlé kovetkeztetésre jutunk: egy fehérje-matrixhoz kot6dé illetve abbol kibomld kromatin
hurkok tomege figyelheté meg (Berezney and Coffey 1974), melyben a negativ szuperhélix egységek
energetikailag megkonnyiti a DNS szalak szétvalasat példaul a transzkripci6 iniciaciéja vagy a pre-
replikacios komplexek Osszeszerelése soran (Naughton et al. 2013). A fehérje-matrixot az
alkalmazott extrakcids eljarastol fliggéen scaffold-nak, nukleoszkeletonnak, vagy “halo”-nak hivjak,
jellegzetes fehérje komponensei evoldcidsan konzervaltak prokariotaktol az emberig (Sureka and
Mishra 2021). A matrix fehérjék koziil a topoizomeraz Il enzim kitiintetett szerepet jatszik a DNS
szuperhelicitdsanak szabalyzasaban és a transzkripcié/replikaci6é/rekombinacié soran felgyiileml6
torzios-fesziiléssel jard tobbletenergia eloszlatasaban (Pommier et al. 2016; Razin et al. 2014; Zhang
et al. 2014; Gasser et al. 1986; Adolph et al. 1977). Fontos megjegyezniink, hogy a transzkripcio és

DNS replikacié 6nmagaban indukalja a szuperhelikalis domének kialakuldsat, amelyek szabalyozasa
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- a topoizomerdzokon kiviill - a DNS-nukleoszéma interakciok kontrollalt megvaltoztatdsaval
lehetséges. Nukleoszoma beéptilés hatasara a DNS feszitett allapotba kertil, amelyet energetikailag a
hiszton-DNS kolcsonhatasok tartanak fenn. A nukleoszémak disszociacidja viszont Ujrarendezi a

kialakult szuperhelikalis struktirat, melynek eredményeképpen a DNS alultekertté valik.

A NUKLEOSZOMA

A nukleoszéma két-két kopia H2A, H2B, H3 és H4 hisztonbdl és ezen oktamer koré tekered6 145-147
bp szuperhelikalis DNS-bdI all (Olins and Olins 1974). A nukleoszéma kozponti (“core”) részét és a
vele kolcsonhatéd DNS-t 1997-ben rontgenkrisztallografids moédszerrel karakterizaltak (Luger et al.).
A tanulmany részletesen ismerteti a DNS kett6s hélix kis arok és a hiszton-fold domén kozotti
kolcsonhatasokat, tobbek kozott elektrosztatikus kélcsonhatasokat, hidrogénkotéseket és apolaris
kolcsonhatasokat.

Proteomikai és genomikai tulajdonsagaik alapjan a nukleoszémalis hisztonfehérjék két csoportra
oszthatdk: altalanos hisztonok (H2A, H2B, H3, H4) és hiszton-variansok (H2A.X, H2A.Z, H3.3, CENP-
A, stb.). Eukariétakban az altalanos hisztonokat k6dolé gének esszencidlisak (deléci6juk letdlis) és
tandem ismétl6d6 tombokben csoportosulnak a genom kiilonb6z6 pontjain. Mivel szamossaguk
meghaladhatja a tobb ezres nagysagrendet, funkcionalis vizsgalatuk rendkiviil komplikalt (ez al6l
kivételt képez néhany egyszer(ibb eukaridta modellszervezet (pl. pékéleszt), amelyben specidlis
genetikai eljarasokkal megoldhaté a hiszton klaszterek Kkilitése és azok rekombinans hiszton
génekkel torténd helyettesitése.

A nukleoszéma tovabbi jellemz6i a flexibilis hisztonvégek, melyek athaladnak a DNS szuperhélix
felett és kozott. A nukleoszdma ezen N- és C-terminusai szabalyozé szerepet toltenek be a kiilonféle
poszttranszlacios hiszton médositasok révén, am mechanikai szereptik is van a kromatindinamika és
a nukleoszéma-konforméacié szabalyozdsaban. A f6bb hiszton mddositasok kozé tartozik a lizin
acetilacio /metilacié /ubiquitinacié /szumoilacié, arginin metilacié, és szerin foszforilacié, de
ismertek egyéb, “kiilonleges” mddositasok is, példaul az arginin citrullinacié (deiminacid) (Zhu et al.
2021) vagy glutamin szerotonilacié (Farrelly et al. 2019). Ezen kémiai csoportok nem csupdan a
hisztonok tdlnyulé N- és C-terminalis oldallancaira keriilhetnek, hanem a DNS-sel kozvetlen
kapcsolatban all6 nukleoszéma felszinekre is, amelyre példa a DNS be- és kilépési pontjdhoz (un.
“dyad axis”-hoz) kozel es6 H3 lizin 56 acetilacié (Yang et al. 2008).

A hiszton moédositasok koziil az egyik legabundansabb és leginkabb vizsgalt aktivalé modifikaci6 a
H3K4 trimetilacié (H3K4me3), amely tipikusan a gének 5'-végén helyezkedik el, és rendkiviil

konzervativ, éleszt6ktdl az emberig az aktiv génatirast stimulal6 epigenetikai jel. Saccharomyces
6
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cerevisiae-ben a H3K4 metilaciét egyetlen lizin-specifikus metiltranszferaz végzi, amelynek neve
Set1C / COMPASS (Complex of Proteins Associated with Set1) (Miller et al. 2001; Dehe and Geli
2006). Az Set1C dnmagaban katalitikusan inaktiv; mono- di- és trimetildz aktivitdsaihoz tovabbi
fehérjék kapcsolodasa sziikséges, amelyek éleszt6ben az Spp1, Bre2, Swd1l, Swd2, Swd3, Sdcl és
Shgl. A Swd1l és Swd3 elengedhetetlen a komplex stabilitdsdhoz és a Setl katalitikus alegység
miikodéséhez, ezek hianydban a Set1C destabilizalodik és a H3K4 metilacié6 nem megy végbe. Az
Swd2 alegység a di- és trimetilaciéhoz sziikséges (a monometilaci6hoz nem), amelynek viszont
el6feltétele egy masik hiszton médositas, a Rad6/Brel E3 ubiquitin ligdz altal katalizalt H2B lizin 123
mono-ubiquitinacié (H2BK123ub) (Vitaliano-Prunier et al. 2008; Kim et al. 2009; Jeon et al. 2018).
(Ez a mechanizmus izgalmas példaul szolgdl a kiilonféle hisztonmodifikaciok és hisztonmdédositd
enzimek funkciondlis interakcidjara.) A Setl és Swd2 alegységek N-terminalis régiéi kooperativ
kolcsonhatast alakitanak ki az RNS polimeraz II C-termindlis doménjével (CTD), amely a
ezenkiviil el6segiti a transzkripcié terminacidjdban résztvevé komplexhasitasi és poliadenilacids
faktor (CPF) miikodését, tovabb erdsitve a SetlC komponensek szerepét a génexpresszio
szabdalyozasdban (Cheng et al. 2004). A Bre2, Sdcl, és Sppl alegységek a H3K4 trimetilaciéhoz
szlikségesek, 1ényegében ismeretlen mechanizmussal.

kiilénlegessége, hogy H3K4 di/trimetil olvasé funkciéjan kivil a H3 arginin 2 oldallanc
aszimmetrikus dimetilaciéjat (H3R2meZ2a) is felismeri és megkoti a PHD-finger doménjén keresztiil
(Santos-Rosa et al. 2009; Nakanishi et al. 2008). Az Spp1-H3R2meZ2a interakcié azonban kizarja a
H3K4 metilaciot (Guccione et al. 2007; Iberg et al. 2008), annak el6bb le kell keriilnie a kromatinrol
a SetlC katalitikus aktivaciéjdhoz. H3R2me2a-mentes nukleoszomakon az Sppl stabil
kolcsonhatasokat tud kialakitani a mono- di- és trimetilalt H3K4 oldallanccal, amely igy egyrészt védi
a 4-es lizint a demetildzok hatasatdl, masrészt elfedi az R2 oldalldncot az arginin-metilalazok el6l.
Nem meglepd, hogy a két hisztonmodositas ellentétes genomi eloszlast mutat, ugyanis a H3R2me2a
a heterokromatikus régidkra, mig a H3K4me az eukromatinra jellemzd. Tovabb arnyalja a képet, hogy
a szimmetrikus arginin dimetilacié (H3R2me2s) viszont el6segiti a H3K4me olvasd egységek
bekotédését a di/trimetilalt H3K4 hisztonokhoz (Migliori et al. 2012) és ezzel serkenti a
transzkripcio aktivacidjat (a szabalyozas részletei azonban kevésbé ismertek). A SetlC egyéb
funkciéirol és az Spp1 tovabbi interakcids partnereirdl a meiotikus homolég rekombinacidraél szdlo

fejezetben lesz sz6 részletesebben.
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A repressziv hisztonmodifikacidk koziil kiemelend6 a heterokromatin keletkezésben és epigenetikai
tovabborokitésében kulcsszerepet jatszo H3 lizin 27 metilacié (H3K27me), valamint a DNS metilaz
rendszerrel szorosan egyiittm{ikod6 H3 lizin 9 metilacié (H3K9me) (Allshire and Madhani 2017). E
modositasok részt vesznek a heterokromatin alapvetd biologiai funkciéiban: i) a genom védelmében
a kontrollalatlan transzpozonokkal és endogén retrovirusokkal szemben, ii) a pluripotencia és
sejtdifferencialédas szabalyozasaban a transzKkripciés faktorok altal kozvetitett kromatinszerkezeti
valtozasok és sejt-atprogramozas akadalyozasaval, iii) a mitotikus sejtosztédas szabdlyozasaban a

centromerikus kinetokor komplexek 0sszeszerel6désén kKeresztiil.

AZ R-HUROK

Az R-hurkok haromszali nukleinsav struktirak a genomban, amelyek egy RNS-DNS hibridbdl és egy
kiszoritott, szimplaszali DNS-bé&l (ssDNS) allnak). Mara nyilvanvaléva valt, hogy az R-hurkok az
életfa minden szintjén el6forduld epigenetikai elemek, éleszt6t6l az emberig (Sollier and Cimprich
2015). Mig korabban csupan transzkripcidos melléktermékként tekintettek rajuk, az utobbi
évtizedben tobb fizioldgias, illetve patolégias folyamattal is kapcsolatba hoztdk dket (Niehrs and
Luke 2020).

Normal koriilmények kozott a promdterek kdzelében 1évé CpG szigetek metilacidjanak gatlasaval
vagy nem-kodolé RNS-eket toborozasaval szabalyozzak a génexpressziot (Arab et al. 2019; Ginno et
al. 2012; Boque-Sastre et al. 2015; Sun et al. 2013), intermediert biztositanak a T4 bakteriofag, az
Escherichia coli plazmid, illetve a cirkularis mitokondrialis DNS replikacidjahoz (Aguilera and Garcia-
Muse 2012) és a kromoszéma telomerek dinamikajahoz (Balk et al. 2013), tovabba B limfocitakban
az R-hurkok ssDNS szala enzimatikus hatasoknak illetve mutacidknak kitéve hozzajarul az
immunglobulin nehézlanc izotipus valtasahoz (Yu et al. 2003). Patolégias korilmények kozott
azonban az R-hurkok felhalmozddasa sulyos veszélyt jelent a kromoszémak integritasara, amely
genom instabilitashoz és rakos folyamatokat elindulasahoz vezethet (Crossley et al. 2019; Wells et
al. 2019; Boque-Sastre et al. 2015). Az R-hurkokat kiilonféle neurodegenerativ betegségekkel is
Osszefiiggésbe hoztak, agymint az Amiotrdéfias Lateral Sclerosis (ALS), Aicardi-Goutieres szindréma,
Friedreich ataxia, és a Fragilis X szindréma. Jelenlegi tudasunk szerint az alabbi mechanizmusok
képesek szabalyozni az R-hurkok mennyiségét a genomban: (1) RNazH enzimek (RN&zH1 és
RNazH2), amelyek szekvencia-fliggetlen m6don elhasitjak az RNS-t az RNS-DNS hibridben (Lockhart
et al. 2019; Skourti-Stathaki and Proudfoot 2014). (2) RNS-DNS hibrid helikdzok, mint példaul a
Senataxin, Aquarius, Pifl, Srs1/BLM (Yun et al. 2017), UPF1, DHX9, DDX1, DDX19, DDX21, DHX30,

amelyek részt vesznek az R-hurkok feloldasaban, ezaltal pedig az R-hurok-medialt DNS karosodas és
8
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genomi instabilitds megel6zésében (Mischo et al. 2011). A Senataxin ezenkiviil transzkripcios
terminaciés faktorként miikodik a kédold és nem-kodold géneknél egyarant, tovabba részt vesz a
transzkripcio és replikacié koordinacidjaban a replikaciés villa integritdsanak fenntartasan keresztiil
(Alzu et al. 2012). (3) A topoizomerazok képesek megvaltoztatni a DNS supercoiling-ot, amely
egyébirant folyamatos R-hurok keletkezéshez vezetne a transzkripcié és replikacié soran (Tuduri et
al. 2009). A Topoizomeraz I (Topl) szerepérdl tudunk tobbet, annak DNS relaxacidos aktivitasa
hozzajarul a kotranszkripciés R-hurkok eltavolitadsahoz, amely a transzkripcié leallasat (“pausing”)
és a DNS repliszomaval torténé “frontalis” litkozést okozna (Manzo et al. 2018; Cristini et al. 2019).
A transzkripcids és replikacids apparatus kozotti konfliktus a genom instabilitas egyik 6 forrasa,
amely végsésoron R-hurok képzddésre vezethetd vissza. (4) RNS processzal6 és biogenézis faktorok,
példaul az ASF/SF2 (Li and Manley 2005) vagy a THO/TREX (TRanscription and EXport) komplex
(Dominguez-Sanchez et al. 2011), amelyek az mRNS érési/szallitasi folyamatokban vesznek részt.
(5) Rekombinazok és anti-rekombinazok, amelyek el6segitik vagy gatoljak az R-hurkok keletkezését.
A homoldg rekombinacié soran a szalathelyezést katalizal6 Rad51 rekombindz (és bakterialis
homoldgja, a RecA) példaul segiti az R-hurok képz6dését in vitro és in vivo (Kasahara et al. 2000;
Wahba et al. 2013). Az antirekombinaz Srs2 viszont a Rad51-el ellentétes hatast fejt ki, vagyis
akadalyozza az R-hurkok kialakulasat (Wahba et al. 2013; Yun et al. 2017). Ezenkiviil az Srs2/BLM
és UPF1 helikazok (Yun etal. 2017; Ngo et al. 2021),a Rad52 (Yasuhara et al. 2018), BRCA1 (Cristiano
et al. 2019; Bhatia et al. 2014; Renaudin et al. 2021), BRCAZ (Hatchi et al. 2015, 2021; Zhang et al.
2017), FANCM (Liang et al. 2019; Schwab et al. 2015) rekombinacids modulator fehérjék szintén
dokumentalt szerepet jatszanak az R-hurkok felismerésében és a duplaszal DNS térések (DSB-k)
javitasaban.

Az R-hurok szerkezetek keletkezésének és turnover-ének szabalyozasa tehat szorosan 6sszefiigg a
genom integritasat befolyasolé tényezdkkel, mint példaul a mutagenezis és homoldg rekombinacio.
Az R-hurkok rekombinogén hatdsara tovabbi bizonyiték, hogy el6segitik a szalathelyezés folyamatat
a DSB hibajavitas soran. A DSB-k processzalasat végz6 MRX komplex (Mrel1, Rad50, Xrn2/Nbs1)
kolcsonhatasa az RNS polimerazzal egy R-loop szintézisét eredményezi a visszavagott DNS-vég
kozvetlen kozelében (Ohle et al. 2016; Yasuhara et al. 2018), amely sziikséges és elégséges feltétele

a nem-mutagén homolégia-vezérelt hibajavitasnak (HDD).

A HOMOLOG REKOMBINACIO MECHANIZMUSA
Az evolucié soran a kiilonféle DNS sériilésekre kiillonboz6 hibajavitd utvonalak specializaldédtak,
amelyek felismerik/atalakitjak a 1éziokat és helyreallitjadk a genom integritasat. A sejtek tulélését
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leginkabb veszélyeztet6 folytonossaghianyok a DNS duplaszal torések (DSB-k), amelyek szekvencia-
homologia alapjan torténé (hibamentes) korrekciojat a homolog rekombinacié (HR) dtvonala végzi.
A hibajavitas alapjat képez6 nem-sériilt templat mitotikusan oszt6dd sejtekben az S fazisban
szintetizal6do testvérkromatidokroél szarmazik, mig meiotikus sejtekben (8sivarsejtekben) kizarolag
az apai vagy anyai homoldg kromoszémakrol. Ez egy donté kiillonbség a mitotikus és meiotikus HR
kozott, a jelenséget interhomolég torzitasnak (“interhomologue bias”) nevezziik (Schwacha and
Kleckner 1997). A masik donté kiilonbség a DNS torések keletkezési modjabol és gyakorisagabol
adddik. Mitotikus DSB-k féleg a replikacié vagy transzkripcié megakadasa soran, illetve a két
rendszer Osszelitkozésekor keletkeznek, amely viszonylag ritka esemény, a DSB-k eloszlasa pedig
sztochasztikus. A meiotikus sejtek viszont specidlis DSB-, rekombinoszéma-, és szinaptonémalis
komplex fehérjéket expresszalnak, amelyek egyszerre nagyszamu torést generalnak térben és
id6ben kontrollalt médon (becsiilt szamuk: 90-140 DSB / sejt; (Buhler et al. 2007), >1000-szeresére
emelve a HR gyakorisagat (Székvolgyi et al. 2015; Székvolgyi and Nicolas 2010). A meiotikus DSB-k
pozicidja konkrét “konszenzus” DNS szekvencidhoz nem kothets, am koézvetlen kdrnyezetiikben
dusulast mutatnak bizonyos “aktivalé” hiszton modifikaciok (pl. H3K4me3, H3K36me3, H3K9ac)
illetve bizonyos hiszton médosité enzimek delécidja (pl. Gen5, Rpd3, Sir2, Setl, Set2, Dotl, Rads6,
Him-17) néhany hotspot régio esetén szignifikansan csokkentette a DSB keletkezés gyakorisagat
(Székvolgyi et al. 2015; Székvolgyi and Nicolas 2010). Ezek koziil a H3K4 trimetilacié szerepe
igazolodott vissza a teljes genomban éleszt6t6l az emberig, mivel mind a Set1 hianyos éleszt6 sejtek
(Sollier et al. 2004; Borde et al. 2009), mind a Prdm9 (meiozis-specifikus H3K4 hiszton metilaz
(Mihola et al. 2009; Berg et al. 2011) mutans egerek, emberszabasi majmok, és emberek stlyos

meiotikus defektust mutattak.

TERBELI GENOMSZERKEZET ES HOMOLOG REKOMBINACIO

A kromatin funkcidja szorosan kapcsolédik a genom haromdimenzidés szerkezetéhez, amely
természetesen érinti a homoldég rekombinacié folyamatat is. Emlésokben néhany strukturalis
fehérjét mar jellemeztek, melyek fontos szerepet jatszanak a kromatin hurkok kialakulasaban és
mutdaciéjuk gyakran kapcsolodik fejlédési rendellenességekhez és mas betegségekhez. llyen fehérje
a CCCTC-koto faktor (CTCF) (Wit et al. 2015; Vietri Rudan et al. 2015; Guo et al. 2015; Nagy et al.
2016; Nichols and Corces 2015; Tangetal. 2015),a YY1 (Weintraub et al. 2017), és a kohezin komplex
tagjai (Haarhuis et al. 2017; Fudenberg et al. 2016; Mizuguchi et al. 2014; Sofueva et al. 2013;
Costantino et al. 2020; Rao et al. 2017; Lazar-Stefanita et al. 2017; Busslinger et al. 2017), amelyek
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kotédését a helyi hiszton kornyezet, masodlagos DNS struktirak és a DNS szekvencia szabalyozza.
Meiotikus sejtekben ezidaig a CTCF-paralég BORIS szerepét igazoltak (Rivero-Hinojosa et al. 2021),
illetve azt is tudjuk, hogy a mitotikus kohézinek meidzis-specifikus kohézinekre cserélédnek (Rec8,
Rad21L), amelyek a kromatin hurkok szervezéséhez sziikségesek és ellendllnak a szeparaz
hasitasnak, amely a testvérkromatid kohézié fennmaradasdhoz sziikséges a meidzis [ anafazisaban
(Watanabe 2012). A meiotikus kohézinek tn. tengelyfehérjékkel egylitt (pl. Red1, Hop1, Zip1, Zip3)
hozzak létre a homoldég kromoszémak kozponti tengelyét (“axis”), amely az ezutan kialakul6
szinaptonémalis komplex lateralis elemeként funkcionadlva proximitasba hozza az anyai és apai
homoldgokat a rekombinacio iniciacidja sordn. A tengelyfehérjék citologiai és genomikai térképezése
igazolta, hogy azok kolokalizalnak az esszencialis DSB-fehérjékkel (élesztében: Spol1, Mer2, Mrell,
Xrn2, Rad50, Ski8, Mei4, Rec102, Rec104) (Blat et al. 2002; Arora et al. 2004; Maleki et al. 2007;
Panizza et al. 2011; Murakami et al. 2020; Karanyi et al. 2018), vagyis a rekombinacié biokémiai
1épései (DNS torés, szalathelyezés, hibajavitas, rekombinans termékek keletkezése) a kromoszéma
tengelyhez kototten jatszodnak le. A DSB hotspot-ok viszont meglep6 médon nem ezekre a
szakaszokra esnek, hanem a tengellyel “ellentétes” kromatin hurok régiokra (Blat et al. 2002). Ezt a
szerkezeti paradoxont a Nancy Kleckner altal javasolt “hurok-tengely” modell bevezetése oldotta fel
(“tethered loop-axis”, (Blat et al. 2002), amely szerint a kromatin hurkok (ahol a DSB forrépontok
vannak) és a kromoszémak tengelye (ahol a toréseket okoz6 enzimek és rekombinoszéma fehérjék
vannak) fizikai kolcsonhatasba kell 1épjenek egymassal. A feltételezett hurok-tengely kélcsonhatas

molekularis mechanizmusa egészen a k6zelmultig ismeretlen maradt.
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CELKITUZESEK

1) Kutatémunkam soran célom volt a meiotikus homolég rekombinacié iniciacidjanak molekularis
vizsgalata, a DSB képz6dés epigenetikai szabalyozasanak mélyebb megértése, a f6bb molekularis
komponensek és fehérje-fehérje interakcids partnerek azonositasa. Kiemelt figyelmet forditottam a
Set1C/COMPASS hiszton metilaz komplex szerepére, mivel a hiszton H3K4 trimetilacio és a
rekombindacids forrépontok statisztikai korrelaci6ja mar korabban ismert volt (Borde et al. 2009),
azonban az ok-okozati kapcsolat bizonyitdsa nem sikertlt. Tovabbi célom volt a “hurok-tengely
komplex” hipotézis alatamasztasa vagy elvetése a kapott adatok alapjan. Célom volt megvizsgalni
mas hiszton modifikacidk szerepét is a fenti folyamatokban, amelyek nem az N-terminalis hiszton
részekre koncentralddnak, hanem a nukleoszémak kézponti globularis doménjére esnek (pl. H3K56
acetilacio).

2) Az R-hurkok azonositasa és kromoszomalis térképezése kulcsfontossagi a genom stabilitasat
szabalyoz6 folyamatok megértéséhez és a repair faktorok és DNS 1éziék kromatinszerkezeti
aspektusainak feltarasdhoz. Célom volt egy olyan univerzalis genomikai térképezési moddszer
kidolgozasa, amely az “alap” DRIP moddszer inkonzisztencidit kikertilve alkalmas az R-hurkok
nagypontossagd azonositisara barmely modellorganizmusban. Tovabbi célom volt, hogy
Osszefiiggést taldljak a kromatin hurok letapadasi pontok, a DNS térések és az R-hurkok sejtmagi
lokalizacidja kozott. A térbeli genomszerkezet vizsgalatok kapcsan kiemelt célom volt a Hi-C modszer
implementalasa a laboratériumomban. A fenti eredményekre és metodikakra alapozva célul tliztem
ki 4j R-hurok regulator funkcioval rendelkez6 fehérjék azonositasat és genomikai karakterizalasat. A
ludfi (Arabidopsis thaliana) kicsiny genomja (~130 Mb) és genetikai manipuldlhatésaga miatt
tokéletes alanya e komplex vizsgalatoknak, els6ként ebben a modellorganizmusban tanulmanyoztam
a Nodulin homeobox (NDX) transzkripcios faktor szerepét az R-hurok képzdédés, DNS metilacid, és a
magasabbrendli 3D kromatinszerkezet Osszefiiggésében. Humanspecifikus R-hurok szabdlyozd
fehérjékkel pedig farmakogenomikai elemzéseket végeztem, hogy dsszefiiggést talaljak az R-hurok
regulatorok expresszidja és kiilonféle rakos megbetegedésekben mutatott tilélés-asszociaciok és
kemoterapias szerekkel szembeni érzékenység/rezisztencia kialakulasa kozott. Utébbi vizsgalatok,
az alapkutatasi jelentdségiikon tul, utat nyitottak az R-hurkok és R-hurok szabalyoz6 fehérjék klinikai

kiaknazasahoz diagnosztikai markerként vagy terdpias célpontként.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Eleszté mutansok

A kisérletekben hasznalt Saccharomyces cerevisiae torzsek az SK1 genomi hattérbdl szarmaztak. Az
Osszes géndeléciot az EUROFAN II géndelécios konyvtarbol szarmazd PCR-amplifikalt KanMX4 vagy
HphMX vagy NatMX delécios kazettakkal valo transzformacioval és keresztezéssel vittiik be a szil6i
sejtekbe. A plazmid shuffle mutansokat izogén hhtlA::HphMX hht2A::KanMX pARS-CEN(HHTZ,
HHF2-URA3) és hht1A::HphMX hht2A::KanMX dmc1A4::LEU2 pARS-CEN(HHTZ2, HHF2-URA3) torzsek
transzformaldsaval hoztunk létre, majd a haploid sziil6k keresztezésével és tetradelemzéssel
homozigéta diploidokat készitettiink. A Set1C alegységek az UASca. szekvencidhoz torténd célzott
irdnyitasahoz hasznalt konstrukciékat PCR-rel allitottuk el6, a géneket Ncol/Pst1 vagy BamHI/Pstl
fragmentumok formajaban vittiik be a pASIN plazmidba a Gal4 DNS-kot6 domént (GBD) kdodolo
szekvenciatél 3'-iranyban. A GBD-SetlC fuaziés fehérjéket a konstitutiv. pADH1 promoter
szabalyozasa alatt fejeztiik ki az endogén trpl-1 lokuszba integralva. Minden GBD-torzsben
delécidval inaktivaltuk a megfelel6 vad tipusu Set1C allélt, hogy elkeriiljiik a fehérje kompeticiot a
GBD- és endogén allélok kozott az UAScaL szekvencidhoz valé kot6désért. A co-IP kisérletekhez az
Spp1 fehérjét 3xHA epitdppal fuzionaltattuk, amelyet az SPP1 gén C-termindlis részébe vittiink be a
pFA6a-3HA-KanMX6 plazmidrél. Az SPP1-3xHA fehérje expresszidja a 2 mikronos pBD827
amelyek -569 poziciotdl (ATG-hez képest) +3-ig és +235-t61 +1062-ig terjedtek. Ezt a PCR terméket
a Yiplac211 URA3 integrativ plazmidba klénoztuk, amelyet Nrul-el linearizaltunk. A kromoszémaba
integralt plazmidot hordoz6 sejteket 5-fluoroorotsav (FOA) lemezekre oltottuk, hogy
kiszelektadlhassuk az spplA4-234 mutans allélt hordoz6, spplAPHD-nek elnevezett
hogy a GBD-SPP1-et hordoz6 integrativ vektorbdl (pASIN-SPP1) 12 bp-t kitoroltiink a Quickchange
site-directed mutagenesis PCR segitségével. A GBD-SPP1A789-801 mutans a GBD-SPP1ACXXC nevet
kapta. A pASIN-SPP1ACXXC plazmidot Xbal-gyel linearizaltuk, majd az endogén trp1-1 16kuszba
integraltuk.

Arabidopsis mintak

Kisérleteinkben a kovetkez6 Arabidopsis thaliana (1udfli) 6kotipusokat hasznaltuk: Col-0, ndx1-4,
flag-NDX (genotipus: flag-NDX / ndx1-1(FRI) / flc-2) és NDX-GFP (genotipus: NDX- GFP / ndx1-
1(FRI) / flc-2). A magokat sterilizaltuk és agar-MS lemezekre vetettiik, majd 4 °C-on, sotétben
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tartottuk 2 napig. A lemezeket ezutdn 21 °C-os, hosszu nappalos (LD, 16 dra vilagos, 8 6ra sotét)

kornyezetbe helyeztiik 10 napra. Minden méréshez 10 napos csiranévényeket hasznaltunk.

Human sejtkultura

Az R-hurkokkal kapcsolatos kisérletekben hasznalt Jurkat sejteket (humdan lymphoblastoid
leukémia) 10% (v/v) magzati borjuszérummal (FBS), 2 mM glutaminnal, penicillinnel és
sztreptomicinnel kiegészitett RPMI-1640 tapfolyadékban (Sigma, R5886) tenyésztettiik 5%

széndioxid koncentracié mellett.

Meidzis és sporulacio éleszt6ben

A szinkronizalt sporulacié elinditasahoz a diploid torzseket gazdag tapkozegben (YPD) novesztettiik
24 6ran at, majd pre-sporulacios tapoldatba (SPS) oltottuk at 6ket at és éjszakan at novesztettiik
~4x107 sejt/ml stirliségig. Az SPS tenyészeteket centrifugalassal 6sszegyjtottiik, majd 1% kalium-
acetattal mostuk és el6melegitett sporulacids tapoldatban szuszpendaltuk 2x107 sejt/ml siiriségig
(SPM; nem-fermentdlhatd szénforrasként 1% kalium-acetatot tartalmaz, aminosavakkal és
nukleotidokkal kiegészitve az auxotr6f markereknek megfeleléen). A meiotikus DNS-replikacié és
szinkronitas kovetése aramlasi citometrids méréssel tortént. A fertilitast (spora életképesség) tetrad

elemzéssel hataroztuk meg az életképes sporak aranyabol.

Southern blot és DSB analizis

A meiotikus DSB-k kimutatasa és kvantifikalasa sae24 mutansokban tortént, amely megallitja a DNS
torések processzallasat. A genomi DNS-t fenol-kloroformmal extrahaltuk, majd megfelel6 restrikcios
enzimekkel emésztettiik és Southern blot-tal analizaltuk. A PCR-4ltal generalt probakat 32P-dCTP-vel
jeloltiik Ready Prime kit (GE Healthcare) segitségével, és a radioaktiv jeleket Storm Phosphorimager
(Molecular Dynamics) segitségével detektaltuk. A DSB frekvencidkat az ImageQuant szoftverrel

(Molecular Dynamics) hataroztuk meg.

Elesztd 2-hibrid screen

Az Saccharomyces cerevisiae teljes-genom konyvtar (“ORFome”) szlirését yeast 2-hibrid screening
rendszerrel végeztiik a Hybrigenics SA (Parizs) cég segitségével. Csaliként pB27 vektorba kldnozott

SPP1 ORF-et hasznéaltunk (lexA, C-terminadlis fuzio).
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Rekombinans fehérje expresszié és GST-pull down

A GST-t és a GST-Mer2 fuzids fehérjét a bakterialis lizatumokbol Glutathione Sepharose 4B-n
tisztitottuk az ajanlasoknak megfeleléen (GE Healthcare). A teljes hosszisagd Sppl fehérje és
trunkalt Sppl-fragmentumok in vitro expresszidjadhoz a plazmid DNS-eket TNT-kapcsolt in vitro
transzlacios rendszerrel (Promega) irtuk &t mRNS-é és fehérjévé. A tisztitott GST-t vagy a GST-Mer2
fazids fehérjét az in vitro transzlalt [35S]-metionin-jelolt fehérjékkel inkubaltunk. A kotépuffer 1 ml-
es aliquotjat 15 pl glutation-sepharose-val (GE Healthcare) inkubaltuk, majd a gyantat iilepitettiik és
haromszor mostuk 1 ml 0,01% NP-40-et tartalmaz6 PBS-sel. A fehérjéket 40 pl NuPAGE minta
pufferrel elualtuk és 4-12%-os Bis-Tris NuPAGE gélen (Invitrogen) megfuttattuk. A géleket 30 percig
fixal6 oldatban (10% ecetsav, 40% metanol) fixaltuk, majd 30 percig 1 M natrium-szalicilat oldattal
kezeltiik és vAkuumban 3M whatman papiron szaritottuk. A szaritott géleket Fujifilm filmen 24-72

oran keresztiil exponaltuk és BAS-1800II képelemz6 késziiléken szkenneltiik.

//////

c-ChlIP) szekvenalas
A meiotikus élesztisejteket (4x107 sejt/ml) 50 ml térfogatban gytijtottiik 6ssze az dbrakon jelzett

id6pontokban és 1% formaldehiddel 20 percig szobahdmérsékleten fixaltuk. A reakciét 125 mM
glicinnel, szobahémérsékleten torténd inkubaldssal allitottuk le 5 perc alatt, majd a sejteket
haromszor jéghideg 1x TBS, pH 7,5 (20 mM Tris-HC], pH 7,5, 150 mM NaCl) oldatban mostuk.
Arabidopsis csiranovények (GFP-NDX) esetén magat a novényi mintat fixaltuk a fenti médon, majd
folyékony nitrogén-tartalmd dorzsmozsarban mechanikusan homogenizaltuk a sejteket. Ezt
kovetGen a sejteket 500 pl lizis pufferben (50 mM Hepes, KOH pH 7,5, 140 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1
% Triton X-100, 0,1 % Na-deoxikolat, 1 tabletta teljes protein inhibitor koktél (Roche)), savval mosott
tiveggyongyokkel lizaltuk 10 percig FastPrep bead beater késziilék segitségével. A kromatin mintakat
ultrahanggal (Bioruptor, Diagenode) fragmentaltuk atlagosan 300 bp méretiire. A teljes
sejtextraktumbdl kivettiink 50 pl immunprecipitacié el6tti mintat (input), a maradék mintat 20
percig centrifugidltuk (12000 fordulat/perc, 4 °C) a sejttormelék elvalasztasadhoz. Az
immunoprecipitaciot (IP) agy hajtottuk végre, hogy 450 pl extraktumot adtunk a magneses protein
G dynabeads (Dynal) pellethez, amelybdl 50 pul 2 x 107 gyongynek felelt meg. A gyongyoket
el6inkubaltuk a megfelel6 antitestekkel, amely “hagyomanyos” ChIP esetén 9E11 monoklonalis egér
anti-myc antitest volt (ab56, Abcam), c-ChIP esetén pedig 9E11 anti-myc antitest (ab56, Abcam) a
konstitutiv allél ellen és anti-GFP poliklonalis nytl antitest (ab290, Abcam) a kompeticios (indukalt)
allél ellen, éjszakan at 4 °C-on. Egyéb yeast ChIP kisérletekben anti-GAL4BD (Euromedex) és anti-
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H3K4me3 (Abcam) antitesteket is hasznaltunk. Az Arabidopsis ChIP mérésekhez anti-flag (#2044,
New England Biolabs) és anti-GFP (#ab290 Abcam) antitesteket hasznaltunk. Az IP mintakat kétszer
mostuk lizis pufferrel, majd Gjabb kétszer 360 mM NaCl-dal kiegészitett lizispufferrel, kétszer moso
pufferrel, és végiil egyszer 1x TE-vel, pH 7,5. A keresztkotéseket TE/1% SDS oldatban oldottuk fel,
éjszakan at, 65 °C-on. Ezutan a fehérjéket proteinaz K-val emésztettilk 3 6ran at 65 °C-on. A
nukleinsavat PCR clean-up oszlopon tisztitottuk, majd RNS-emésztést (10 ug RNaz) végeztiink 1 6ran
at 37 °C-on. A ChIP DNS-t végiil 50 pl nukledz-mentes dH20-ban oldottuk fel. Az NGS konyvtarakat
az Illumina TruSeq ChIP mintael6készitési protokollja szerint allitottuk el6. A konyvtarakat 150
bazisparos paired-end read-ekre szekvenaltuk [llumina HiSeq 2500 szekvenatorral (EMBL Genomics
Core Facility, Heidelberg, Németorszag). A nyers fastq file-ok feldolgozasa és a peak meghatarozas a

DRIP-seq modszerhez hasonl6an tortént.

Kromatin turnover rata becslése c-ChIP adatokbdl

Az Spp1 és Setl genomi kotShelyek turnover ratajat a GFP-Sppl és a Sppl-myc kompeticiés ChIP-
seq adatok alapjan hataroztuk meg. Kiszamitottuk a GFP-Spp1 / MYC-Spp1 “okkupancia” ardnyokat

minden egyes idépontban és minden genomi koét6helyre (peak-re), majd exponencialis modellt

illesztettlink az adatokra: %z (1-eAt), ahol a GFP/myc az “okkupancia” arany, 4 a turnover rata, t

s sz

becslések standard hibajat és t-prébat végeztiink a modell illeszkedésének josaganak becslésére.

Osszesen 977 c-ChIP kotéhelyet és turnover ratat irtunk le a modellel.

Meiotikus transzkriptom microarray

20 ml sporulalé (SPM) élesztd tenyészetekbdl Trizol reagenssel total RNS-t izolaltunk a sporulacié
kezd6pontjaban (0h) és az azt kovetd id6pontokban (2h, 4h, 6h). A cDNS szintézis soran aminoallyl-
dUTP-t (Fermentas) épitettiink be a mintakba. A Oh mintat referencianak tekintettiik és Cy3 festékkel
jeloltiik (Amersham), mig a 2-6h mintdkat Cy5 festékhez kapcsoltuk. A Cy3-mal jel6lt referencia
cDNS-t azonos mennyiségben hibridizaltuk a Cy5-jelzett mintdkkal 8x15K transzkriptom
microarray-khez (Agilent). A mosasokat, a szkennelést, az adatok normalizalasat és az elemzést a
gyartd protokollja szerint végeztiik. Az eredmény file a Oh id6ponthoz képest mért relativ mRNS

expresszids valtozasokat mutatja.
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RNS-DNS hibrid immunprecipitacié (DRIP)

Human sejtek keresztkotéséhez 1%-os paraformaldehid oldatot hasznaltunk 10 percig, aminek a
hatasat 2.5 M glicinnel sziintettiink meg 5 perc alatt szobahémérsékleten. Arabidopsis csiranovények
(Col-0 és ndx1-4 mintdk) esetén magat a névényi mintat fixaltuk a fenti médon, majd folyékony
nitrogén-tartalmi dorzsmozsadrban mechanikusan homogenizaltuk a mintat. Az el6készitett
preparatumokat 1 ml lizis pufferben (500 pl 2x lizis és 500 pl TE) lizaltuk. Human mintak esetén a
sejtlizist két kiillonb6z6 hdmérsékleten is elvégeztiik: 65 °C 7 6ra vagy 37 °C, éjszakan at. A nukleinsav
izolalast NucleoSpin Tissue Kit segitségével végeztiik és 100 pl eldciés pufferben eludltuk a mintakat.
A tisztitott nukleinsav preparatumot 300 pl Tris-HCI (pH 8.5) oldatban fragmentaltuk szonikalassal
kétszer 5 percig, hogy atlagosan 500 bazispar méreti DNS fragmenteket kapjunk. A fragmentum
analizist 1%-os agaréz gélelektroforézissel végeztiik el. Amennyiben sziikséges volt, tovabbi
szonikalast alkalmaztunk. A szonikalt DNS mintakat NucleoSpin Gél és PCR tisztité Kittel tisztitottuk,
majd 100 pl eltciés pufferben eludltuk. 12 pg DNS-t 100 pl térfogatra higitottunk 5 mM Tris-HCI (pH
8.5) oldattal. A mintak 2%-at input DNS-ként eltettiik. A mintak felét 80 pl végtérfogatban 8 pl E. coli
RNase H-val kezeltliik (NEB) 37 °C-on, éjszakan at. Az immunszelekciéhoz Dynabeads Protein A
magneses gyongyoket PBS/EDTA tartalmi 0.5%-os BSA-val blokkoltunk. Az S$9.6 antitest
immobilizaciéhoz 50 pl blokkolt gyongyot 10 ug S9.6 antitesttel inkubaltunk folyamatos forgatas
kozben IP pufferben 4 °C-on 4 6ran at. 6 pg fragmentalt genomi DNS-t adtunk a keverékhez és
gyengéden forgattuk egy éjszakan at 4 °C-on. A gyongyoket iilepitettiik és mostuk egymas utan 1 ml
lizis pufferrel (alacsony s6 cc. mellett), 1 ml lizis pufferrel (magas s6 cc. mellett), 1 ml mos6 pufferrel
és 1 ml TE-vel 4 °C-on, kétszer. Az eltci6 100 pl elticids pufferrel tortént 15 percen keresztil 65 °C-
on. NucleoSpin Gél tisztitds és PCR Clean-up kit utdn, a nukleinsavakat 55 pl eliciés pufferben
eludltuk. A kinyert DNS-t kvantitativ valés-idejli PCR késziilékkel (LightCycler 480, SYBR Green I
Master) mértiik le és QuantStudio 12K Flex valds-idejii PCR rendszerrel elemeztiik ki. Az adatokat a
relativ dCT moédszerrel analizaltuk. Az RNS-DNS hibrid feldtsulast az IP/Input aranybdl szamoltuk
ki. Az NGS konyvtarakat az Illumina TruSeq ChIP protokoll alapjan készitettiik el. A leolvasott
szekvencidkat az emberi (hg19) vagy Arabidopsis thaliana (tair10) referencia genomra illesztettiik
BWA-MEM algoritmussal alapbeallitasok mellett. Kisz{irtiik azokat a leolvasott szekvenciadkat,
amelyek alacsony térképezddési értékkel rendelkeznek, illetve PCR duplikdtumok voltak vagy
feketelistas régiokon lokalizalédtak. A replikdkat 6sszevontuk és MACS2-t hasznaltunk a szignifikans
genomi régiok azonositasahoz input-normalizalas mellett. A feldolgozott és 6sszevont illesztésekbdl

bamCoverage alkalmazasaval szignal fajlokat generaltunk. Az RPKM értékeket 20 bazisparos
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ablakokban hatdroztuk meg minden egyes mintara egy 60 bazisparos csuszdablak alkalmazasaval.

Az elkészitett szignal fajlokat R-ben dbrazoltuk ggplot2 és ggbio csomagok segitségével.

A DRIP és ChlIP peak-ek genomi annotacidja

A ChIP-seq és DRIP-seq adatok elemzése soran az NGS szekvenalasi adatok feldolgozasabol kapott
.bed fajlokkal dolgoztunk. A DRIP és ChIP peak-ek genomi eloszlasanak a meghatarozasdhoz a
GenomicRanges R csomagot alkalmaztuk, amellyel a DRIP/ChIP régiék és az annotacios kategoériak
atfedd teriileteit meghataroztuk. Az atfedé teriileteket szamitogép-generalt véletlen atfedésekhez
hasonlitottuk. A Bedtools szoftver segitségével a fajlokban tarolt kot6hely pozicidkat véletlenszertien
megvaltoztattuk a kromoszémakon beliil, ezzel az eredeti fajlokkal megegyez6 peak szamot és
méretet, de eltérd poziciokat kaptunk. A szignifikdns dusulast mutaté helyeket a Jbrowse

genombdngészd programmal vizualizaltuk.

KisRNS szekvenalds (sRNS-seq)

Arabidopsis Col-0 és ndx1-4 palantakbol total RNS-t tisztitottuk a northern blot-nal leirt médszerrel.
Az RNS-mintdk mindségét Agilent bioanalizatorral ellendriztiik (RIN > 9). Az NGS konyvtarakat az
[llumina NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep protokollja szerint készitettiik és I[llumina
NextSeq500 szekvenatorral szekvenaltuk 1x50 bp leolvasassal. Az eredményeket az sRNAnalyzer
pipeline segitségével elemeztiik (Wu et al. 2017) az aldbbiak szerint: az [llumina adaptereket
Cutadapt segitségével levagtuk, majd a leolvasasok méretét a 19-25 nt tartomanyba korlatoztuk. Az
sRNAnalyzer segitségével a kivalasztott méreti read-eket a miRbase adatbazishoz
(https://www.mirbase.org/) és egy nemrégiben kozzétett atfogd kis RNS-lokusz-adatbazishoz
(Hardcastle et al. 2018) annotaltuk. A Col-0 és ndx1-4 mintak kozotti differencialis SRNS expressziot
a Deseq?2 algoritmussal hataroztuk meg (p<0,05, abs(log2(fc)) >log2(1,5)) és az eredményeket R-ben
abrazoltuk. Az sRNS-seq adatokat sRNS rt-qPCR-rel validaltuk.

In situ Hi-C

A Hi-C-t 10 napos Arabidopsis thaliana csirandvényeken végeztiik Col-0 és ndx1-4 mutans genomi
hattérben. A novényi mintat 1%-os formaldehiddel fixaltuk, majd folyékony nitrogén-tartalmu
dorzsmozsarban mechanikusan homogenizaltuk. A sejtmag izolalashoz Miracloth sz{ir6t hasznaltunk
az Arima Genomics protokollja alapjan. A Hi-C kisérlet kivitelezéséhez Arima-HiC Kit-et hasznaltunk
(Arima Genomics Ltd.). A kromatin feldarabolasat Dpnll és Hinfl restrikciés enzimekkel végeztiik, a
végreparalast és biotinilalast a kit reagenseivel végeztik a gyarté ajanlasa szerint. A

keresztkotott/biotinilalt fragmentumokat a permeabilizalt sejtmagokon beliil (in situ) ligaltuk, majd
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szonikalas utan NGS konyvtarat készitettliink az [llumina TrueSeq protokoll alapjan. A paired-end
NGS szekvenalas soran mintanként kozel 200 milli6 read-et kaptunk, amely a jelenlegi legjobb
felbontas az Arabidopsis thaliana 130 megabdazis méretli genomjardl. A leolvasasokat un. “kiméra
read”-ként kaptuk vissza, mivel a read-ek eltéré genomi szakaszokrdl szarmaztak. Az interakcids
fragmentumokat a TAIR10 referencia genomra térképeztiink a Juicer pipeline-al (Durand et al. 2016).
A Juicer el6szor a nyers .fastq adatokat transzformalta Hi-C interakciés adatokka, majd ezeket
normalizalta és interakciés matrixokka alakitotta és annotalta. A Juicer ezenkiviil annotalta a DNS
hurkokat, loop anchor motivumokat, és kontakt doméneket, melyeket a HiCCUPS algoritmus (Rao et
al. 2014) segitségével azonositott. A .hic fajlokbol szarmazo6 térbeli interakcidkat .bed fajlokba

konvertaltuk 1 kilobazis (kB), 5kb, 10kb és 25kb nagysagu genomi felbontasokkal.

In silico restrikcidos enzim emésztés

Adott restrikciés enzim-kombinaciok (“RE koktélok”) altal generalt elméleti fragmenthossz eloszlas
kiszamitdsdhoz az emberi, Arabidopsis, és éleszté genomot in silico feldaraboltuk a DECIPHER R
csomag segitségével. A hasitéhely pozicidk alapjan kiszamoltuk a restrikcids fragmentumok hosszat
és eloszlasat. A keletkezett fragmenthossz-eloszldsok statisztikai 0Osszehasonlitasahoz 300
véletlenszerlien kivalasztott értéket hasonlitottunk oOssze Wilcoxon Rank Sum teszttel, 100

alkalommal. A p-értékeket Benjamini & Hochberg modszerrel korrigaltuk.

Konfokalis lézerpdsztdzé mikroszképia (CLSM)

A human sejteket minden mérés el6tt 1%-os formaldehiddel fixaltuk. A CLSM képeket Olympus
FluoView 1000 konfokalis mikroszkoppal vettiik fel, amelyhez 60x olajimmerzids objektivet (NA
1,35) hasznaltunk. A gerjesztési és emisszios szlir6k a kovetkez6 volt: EGFP, 488 nm gerjesztés, 500-
540 nm detektalas. Tiz, 0,7-1,1 um vastagsagu optikai szeletet gytjtottiink minden egyes mag
esetében, Kalman sz{irémoédot alkalmazva a zaj és alternativ gerjesztés csokkentése érdekében és a

cross-talk kizarasara. A kolokalizacié mértékét az Image] program JACoP plugin-jével szamoltuk ki.

Fluoreszcencia-visszatérés fotoelhalvdnyodas utdn (FRAP)

A FRAP méréseket GFP-Spp1 és GFP-Set1 élesztd sejteken végeztiik Olympus FluoView 1000 1X-81
invertalt konfokalis mikroszképpal, UPlanAPO 60x (NA 1.2) vizimmerzids objektivvel. Az GFP-t 488
nm-en gerjesztettiik argon-ion lézerrel és a fluoreszcenciat egy 500-550 nm-es savszlir6n
detektaltuk. A FRAP mérésekben kioltasi régidknak négyzet alaku tertileteket valasztottunk a magon
beliil. A sporulal6 éleszt6sejtekben elvégzett FRAP kisérletekhez (0-6 6ra SPM-ben) éranként vettiink

mintakat és a méréseket 1% kalium-acetattal bevont mikroszképos targylemezeken végeztiik el. A
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Set1-GFP vagy Spp1-GFP fehérjéket expresszalo sejteket véletlenszerlien valasztottuk ki 100 uM
CuS04 indukciét kdvetben, majd 6t el6képet (256 x 256 képpontos teriilet, 15x zoom, ~ 9 uW lézer
teljesitmény) készitettiink és 500 ms-os Kioltasi id6 mellett, 100 %-os l1ézer teljesitménnyel (900 pW)
végeztiik el a sejtmag fotokioltdsat. A képeket masodpercenként gytjtottiik 1 percen at. Az
Arabidopsis thaliana-ban végzett FRAP mérések esetén az NDX-GFP jelet 10 napos csiranévények

gyokércsicsaban mértiik a fenti paraméterekkel azonos beallitasokkal, 25 masodpercig.

Fluoreszcencia-korrelacios spektroszkdpia (FCS)

A GFP-Setl és GFP-Sppl FCS kisérletekhez Olympus FluoView1000 konfokalis mikroszkopot
hasznaltunk. Meiotikus éleszt6 sejteket mintavételeztiink minden 6raban folyékony sporulacids
tenyészetekbdl, majd a sejteket 1% kalium-acetat agarral (SPM) bevont mikroszkdpos
targylemezekre cseppentettiik. Mérés el6tt a GFP-Setl és GFP-Sppl expressziot 100 uM CuSOq
oldattal indukaltuk. Az autokorrelacios gorbéket ALV-5000E korrelacids kartyaval szamoltuk ki az
egyes sejtmagokban, harom véletlenszeriien kivalasztott pontban, 10 x 8 mdasodperces mérést
kovetSen. Gazdag taptalajon (YPD) novesztett mitotikus tenyészetek esetében a sejteket A260 = 1,0
optikai denzitas értékig novesztettiik, majd YPD agarral bevont targylemezen, 100 pM CuSO4
indukciot kovet6en mértiik. Minden mérés szobahdmérsékleten (22 °C) tortént. Az autokorrelacids
fliggvényeket és a szarmaztatott FCS paramétereket a QuickFit 3.0 szoftverrel szamitottuk ki. Az
Arabidopsis thaliana-ban végzett FCS mérések esetén az NDX-GFP jelet 10 napos csirandvények

gyOkércsucsaban mértiik a fenti paraméterekkel azonos beallitasokkal.

Farmakogenomikai elemzések

Osszesen 36 R-hurok regulator fehérjét vizsgaltunk 33 primer tumor tipusban, amelyek
génexpresszids és tulélés adatait a TCGA adatbazisbdl toltottiik le (The Cancer Genome Atlas
Research Network et al. 2013). A tuléléselemzés Kaplan-Meier gorbéit a “survival” szoftverrel
generaltuk R-ben. Az R-hurok regulatorok génexpresszid-fliggd gyogyszer-szenzitivitas asszociacioit
276 FDA altal engedélyezett szerre szamitottuk ki a GDSC adatbazisbdl letolthetd tumorsejtvonalak
adatai alapjan (Yang et al. 2013). Az asszociacidkat az ICso értékek (félhalalos dézis) és az adott R-
hurok regulator gén median mRNS-seq értékek Spearman rangkorreldci6ja alapjan dbrazoltunk. A

statisztikai szamitasoknal a p-értékeket a Benjamini-Hochberg moédszerrel korrigaltuk.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

A Setl komplex szerepe a meiotikus DNS torések kialakuldsaban

A H3 lizin 4 trimetilaci6 és a Setl komplex (Set1C) “megjeloli” a rekombinacios forrépontokat
éleszt6tol az emlbsokig (Sollier et al. 2004; Borde et al. 2009; Parvanov et al. 2010), azonban azt nem
ismertiik, hogy ez a rendkiviil abundans hisztonmdédositas hogyan 1ép kapcsolatba a DSB hotspot
régiokkal és a DNS duplaszaltoréseket (DSB-ket) okozé Spo11 komplexxel. Ennek tisztazasara olyan
Set1C-mutansokkal végeztiink funkciondlis vizsgalatokat, amelyekben egyesével inaktivaltuk a
komplex 0Osszes alegységét és megvizsgaltuk, hogy bizonyos jo6l karakterizalt rekombinacids
forropontokban megvaltozik-e a DNS torések gyakorisaga és eloszlasa. Southern blot kisérleteink
szerint minden Set1C-mutansban (Setl, Sdc1, Bre2, Swd1, Swd3, Spp1) szignifikdnsan csokkent a
meiotikus DSB-k mennyisége (az Shgl alegység kivételével), amely a mddosithato lizin 4 oldallanctdl
és igy a H3K4 metilaciotol fliggott. A H3K4 trimetilacio és a DNS torések mechanikai kapcsoltsaganak
bizonyitdsdhoz egy olyan kisérleti rendszert terveztiink, amelyben a kromoszémak eldre
meghatarozott pontjain (célzottan) elhelyeztiink hiszton H3K4me3 mddositasokat, majd ugyanitt
detektaltuk a DNS toréseket. Ez a funkcionalis megkozelités a CRISPR korszak el6tt kis tulzassal
“forradalminak” szamitott, amellyel azt kivantuk bizonyitani, hogy amikor -elhelyezziik a
kromoszoman a hiszton-jelet, akkor valdéban a vart poziciéban torik el a DNS és nem mashol, ok-
okozati kapcsolatot igazolva a két valtozo kozott a kordbbi statisztikai 6sszefliggés helyett. Ehhez egy
olyan géntechnologiai eszkozt fejlesztettiink, amely egyrészt felelés a vizsgalt H3K4me3
kialakulasaért, masrészt szelektiven odairanyithat6 a DNS molekula el6re megadott szakaszaihoz egy
Gal4 DNS koté domént (GBD) tartalmazo ,célzd” egység segitségével. A vizsgalt genomi régiok jol
karakterizalt “hideg” (coldspot) szakaszok voltak, amelyek normal kériilmények kozott nem vesznek
részt rekombinacids eseményekben, viszont UASca« motivumokat tartalmaztak a konstrukt
megkotéséhez. A GBD-Setl és GBD-Spp1 torzsek minden tekintetben tugy viselkedtek, mint a vad
tipusu sejtek, kivéve, hogy a GALZ coldspot régioban, ahol vad tipusu sejtekben egyaltalan nincs
rekombindcio, a fuzios fehérjék DNS toréseket valtottak ki, igy bizonyitva az ok-okozati 6sszefiiggést
a H3K4me3 jel és a rekombinacié iniciacidja és kozott. A GBD-targeting kisérletek varatlan és elsére
megmagyarazhatatlan eredménye volt, hogy amig a Set1 katalitikus egység altal kivaltott meiotikus
DSB-k képz6dése a mddosithatdé H3K4 oldallanctdl és az Sppl jelenlététdl fiiggott, addig az Sppl
hatésa fiiggetlen volt a H3K4 oldallanc és a Setl jelenlététdl. A fenti eredmények legegyszeriibb
magyarazata, hogy az Spp1l valamilyen mdédon fizikai kontaktusba 1ép a meiotikus DSB-komplex

egyik (vagy tobb) tagjaval, esetleg magaval a Spo11-el, amelyet odatoboroz a rekombinaciés coldspot
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régiokhoz, ahol emiatt DNS torések keletkeznek. Hipotézisiinket éleszté 2-hibrid (Y2H) screen
kisérlettel igazoltuk in vitro, amelyben a teljes (~6000) éleszt6 fehérjekddol6 génekre vonatkozdan
(“ORFome”) elvégeztiink egy szlirést oly moédon, hogy csaliként az Sppl LexA-fuzids fehérjét
hasznaltuk. A screen eredményeként a Mer2 rekombinoszéma fehérjét azonositottuk az Sppl
fehérje-fehérje interakciés partnereként, amely a Spo11 kdzvetlen partnere és aktivatora (Arora et
al. 2004; Zhang et al. 2020; Rousova et al. 2021) és a kromoszéma tengelyre lokalizal6dik (Panizza et
al. 2011). A kolcsonhatast glutation S-transzferaz / Mer2 pull-down kisérletekkel validaltuk
kilénb6z6 hosszisagua (trunkalt) in vitro transzlalt Spp1 polipeptidek felhasznaldsaval, amelyben a
Mer2-vel valé kolcsonhatashoz sziikséges domént az Sppl 131 aminosavbdl all6 C-termindlis

VA

is megerdsitettiik.

Az Spp1 fehérje Mer2-interakcids doménjének kdzvetlen szerepét tovabbi funkcionalis kisérletekben
igazoltuk. Ehhez az Spp1-bdl kitoroltiik a fehérje korabban leirt cinkujjszerti (CXXC) doménjét
(Murton et al. 2010), amely egybeesett az altalunk felfedezett Mer2-interakcids doménnel, majd
megvizsgaltuk, hogy a delécio befolyasolja-e a DSB képz&dést és a Mer2 kotédését a GAL10 coldspot
régioban. A GBD-Spp1cxxca mutansban mind a DSB-képz&dés mind a Mer2-kotés szignifikdnsan
csokkent a GBD-Sppl-hez képest (21/A-B dbra), amely azt jelzi, hogy az Spp1-Mer2 interakcids

motivum sziikséges a Mer2 kromatin kotéséhez és a DSB keletkezéshez.

A hiszton H3K4 trimetilacionak van-e kozvetlen mechanikai szerepe az Sppl-Mer2 interakcio
létrejottében és a meiotikus DSB-k keletkezésében? Ez egy kulcsfontossagi kérdés, amely
megvalaszolasdhoz az Spp1 fehérjébdl kitoroltiik a H3K4me3 jel kiolvasasaért felelés PHD domént
(spp1prHpa mutans) és megvizsgaltuk a DSB-keletkezés gyakorisagat. Az spplpupa szignifikdnsan
csokkentette a meiotikus DSB-k szamat a vizsgalt szakaszokon. Mindebbdl az kdvetkezik, hogy az
Spp1 H3K4me3-olvas6 PHD doménje specifikus szerepet jatszik a meiotikus DSB-k kialakuldsaban.
A fenti eredményeket 6sszegezve, a meiotikus homoldg rekombinacid iniciaciéjahoz sziikség van
H3K4me3 modifikaciéra, amelyet a Set1C/COMPASS katalizal, sziikség van Mer2 DSB-fehérjére,
amely a Spol1-kompexet rogziti a kromoszéma tengelyhez (Panizza et al. 2011), és szilikség van
Sppl-re, amely a PHD-finger és Mer2-ID doménjén keresztiil fizikai kapcsolatot teremt az
epigenetikai jel és a DNS torések kozott. Kisérleteink alapjan egy 4j rekombinaciés modellt vezettiink

be, amely egyrészt kiterjesztette a régebbi hurok-tengely modellt (Blat et al. 2002), masrészt az Spp1-
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Mer2 kélcsonhatas alapjan molekularis szinten megmagyarazta a meiotikus DNS-torések kapcsolatat

a Set1C-katalizalt H3K4me3 moddositassal.

Az Spp1 kromatinkot6dési dinamikdjanak vizsgalata a meidzis soran

A fenti hurok-tengely modell alapjan szerettiik volna részleteiben megérteni az Spp1 specialis DSB-
segitd funkci6jat a meidzis soran. Példaul azt, hogy az Sppl a Set1C/COMPASS hisztonmetilaz
komplex részeként fejti-e ki rekombinacié-potencirozé hatasat, vagy esetleg a Set1C-rdl levalva, attél
fiiggetleniil miikodik. A kérdés megvalaszolasdhoz 9xmyc epitéppal jelolt Sppl és Bre2 fehérjéket
expresszaltunk meiotikusan differencialod6 éleszté sejtekben (Sppl-9xmyc, Bre2-9xmyc) majd
ChIP-szekvenaldssal meghataroztuk a genomi eloszlasukat (cisztrom) a meiézis profazisa soran (0-
6h SPM). A Bre2 fehérje a Setl komplex egyik stabil alegysége, ezért genomi eloszlasa markerként
elemzése azt mutatta, hogy az Spp1 csucsok mintegy 46%-a egybeesik a Bre2/Set1C kotéhelyekkel a
meidzis alatt, mig 54%-uk attol fliggetlen genomi eloszlast mutat. A kiilonbség és metszet halmazok
annotacidja szerint a Setl1C-fiiggetlen Spp1l frakcié (“Sppl-only” kotShelyek; n=2447) jelentds
dusulast mutattak a Mer2 és Red1 kromoszématengely kot6helyek felett, mig ugyanitt a “Bre2-only”
(n=283) és a kozos Sppl/Bre2 csiucsok (“common”, n=2077) nem dusultak. Fontos megjegyezni,
hogy az Sppl kromatinkotése progressziv ndvekedést mutatott a Mer2 kot6helyeken a meidzis
profazisa alatt, mig ugyanitt a Bre2/Set1C peak-ek egyaltalan nem mutattak ddsulast. Eszerint, a

meiotikus differenciaci6 sordn az Spp1 molekulak mintegy fele levalik a Set1 komplexr6l és “atkertil”

= sz

Az Spp1 kromatin dinamikajanak mélyebb megértéséhez id6fiiggé klaszteranalizist végeztiink az
azonositott ChIP-seq kot6helyeken, igy az Spp1 csticsokat osztalyokba tudtuk sorolni a hasonl6saguk
alapjan. Két f6 kinetikus csoportot kiilonitettiink el az Spp1 kotéhelyekre jellemzé ChIP-seq értékek
id6beli valtozasa alapjan: 1. dinamikus Sppl kot6helyek, amelyek a meiézis el6rehaladtaval
fokozatosan megjelentek (in. megjelend alcsoport) vagy eltiintek (an. eltlin6 alcsoport), 2. statikus
helyek, amelyek idében alland6 asszociaciét mutattak az Spp1-el. A dinamikus és statikus kdt6helyek
funkcionalis annotécidja alapjan i) a megjelend Spp1 csucsok erésen dasultak a kromoszéma tengely
mentén (a Mer2 és Red2 kot6helyeken); ii) az eltiin6 Spp1 kotShelyek ugyanitt deplécidt mutattak,
ellenben a riboszémalis fehérje (RPG) és snoRNS géneken feliilreprezentaltak voltak; iii) a statikus

Spp1 peak-ek erdsen kotédtek a ncRNS génekhez.
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A tovabbiakban funkcionalis ChIP-seq elemzést végeztiink kiilonféle Sppl funkciovesztéses
mutansokban, amelyekben az Spp1 nem tud kétédni a H3K4me3 modositashoz (Spp1pHpa mutans),
vagy nem kapcsolédik a Mer2 fehérjéhez (Spplcxxca mutans), vagy nincs jelen a H3K4me3
modifikacié (H3K4R és H3R2A hiszton mutansok), amelyet az Spp1 a Mer2-h6z horhonyozhatna a
PHD doménjén keresztil. Mindhdrom esetben a feltételezett hurok-tengely kolcsonhatas
megszlinését és a meiotikus DSB-k szintjének jelent6s csokkenését varhatjuk. A vad tipusu sejtekben
azonositott kot6helyekhez viszonyitva a mutansokban detektalt Spp1 kot6helyek kb. 50%-a eltiint,
vagyis az Spp1 fehérje PHD doménje, CXXC doménje, illetve a H3K4me3 modositas sziikséges az Spp1
stabil kromatink6téséhez. Mindebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az Sppl H3K4me3-olvas6 PHD
doménje, a Mer2-interakcios CXXC doménje, illetve a H3K4me3 moddositas jelenléte torténd
kromatin-kélcsonhatashoz. Osszehasonlitasképpen kielemeztiik sziikséges a Mer2-vel a Bre2 ChIP-

......

mutatott Mer2-dusulast.

A tovabbiakban az Sppl kromatin-dinamikajat kvantitativan jellemeztiik kiilonféle genomikai és
mikroszképos mddszerek segitségével (c-ChIP, FRAP, FCS). A kompeticiés ChIP (c-ChIP) eljarasban
(Lickwar et al. 2012, 2013) egy konstitutiv és egy indukalhat6 Spp1 izoformat “versenyeztettiink”
egymassal a genomi kot6helyekhez torténd kotédésért, amely alapjan un. kicserél6dési ratat
szamoltunk (turnover rate), amely az id6egység alatt torténd Spp1 kicserél6dések szamat mutatja az
egyes Sppl kotGhelyekre vonatkozodan (Sppl kicserél6dés / perc / kotShely; mértékegysége:
[1/perc]). Mérésiinkben 9xmyc tag-gel jeloltiik a konstitutiv Sppl allélt amelyet endogén
promoterérdl expresszaltunk (Spp1-9xmyc), mig a kompetitor Spp1 allélt GFP-vel fuzionaltattuk egy
réz-indukalhaté promoter (pCUP1) szabalyozasa alatt (GFP-Sppl). A megfelel6 id&beli-
felbontoképesség elérése érdekében a réz-indukciot kovet6en 30 percenként vettiink mintat a
meiotikus tenyészetekb6l, majd western blot elemzéssel ellendriztiik a kompetitor allél
expresszidjanak exponencialis novekedését. Ezt kovetéen kromatin immunprecipitaciot (ChIP)
végeztiink anti-myc és anti-GFP antitestekkel, majd genomi kot6helyeket azonositottunk a
“hagyomanyos” ChIP-seq elemzéshez hasznalt bioinformatikai médszerekkel. Kicserél6dési ratat

azokra a peak-ekre definidltunk, amelyek illeszthet6ek voltak az elméleti exponencialis modell

s sz

A modell illesztése utan kiszamitottuk a becslések standard hibajat (SE), amely figyelembe vételével

Osszesen 977 c-ChIP kotShelyet és Spp1 turnover ratat definidltunk. Elemzéstinkbdl kideriilt, hogy
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az Spp1 c-ChIP kot6helyek markansan szétvalaszthaték turnover ratajuk alapjan, amelyek nagyban
atfednek az Sppl kotShelyek kinetikus viselkedésiik szerinti klasztereivel (megjelend, elt{ing,
konstant Sppl peak-ek). Megallapitottuk, hogy minél erésebb egy adott kromatin régié6 Mer2-
asszociacioja, annal kisebb az Spp1 kicserél6dési rataja (27/E abra), ami azt jelenti, hogy a Mer2-
gazdag teriiletek stabilan kotik az Spp1-et, illetve az Spp1l Mer2-axialis helyekkel valé kapcsolata
lecsokkenti annak mobilitasat. Osszefoglalva, az Spp1 koétShelyek differencidlis turnover értékei
kétféle Sppl pool jelenlétét bizonyitjdk a meidzis soran, amelyek markansan eltéré asszociaciot
mutatnak a H3K4me3 modifikacioval (Set1C-fiiggé frakcid) és a meiotikus DSB-komplexxel (Set1C-
fiiggetlen frakci6). A c-ChIP eredményeket kvantitativ mikroszképos modszerekkel (FRAP, FCS)
validaltuk é16 (nem-fixalt) meiotikus sejtekben, amely megerésitette, hogy az Spp1 a meidzis soran
Set1C-fiiggetlen miikddésre valt, amely dinamikai tulajdonsagainak megvaltozasaban és

kromoszomalis relokalizaci6jaban tettenérhetd.

A hiszton H3K56 acetilacié szerepe a meiotikus homoldg rekombinacid
iniciacidjaban

Ahiszton H3K4 trimetilacié a genom szamos pontjan beindithatja a homol6g rekombinaciét, azonban
mas hisztonmodositasok is sziikségesek a folyamat flexibilitasahoz és a rekombinans haplotipusok
sokféleségéhez (Székvolgyi and Nicolas 2010). Tovabbi hisztonmodifikaciék és alternativ
epigenetikai Utvonalak azonositdsa tehat segithet megérteni a meiotikus crossover mintazatok
kialakulasat és azok evolucids plaszticitasat. Kisérleteinkben ezért a H3 hiszton globularis doménjén
elhelyezkedd lizin 56 acetilacio szerepére 6sszpontositottunk (H3K56ac), amely a DNS be- és kilépési
pontjainal destabilizalhatja a hiszton/DNS kolcsonhatdsokat (Buning and Van Noort 2010; Simon et
al. 2011). Kisérleteinkben ezért funkcionalis vizsgalatokat végeztiink egy sor éleszté mutansban,
amelyekben lecsokkentettiik vagy megndoveltiik a H3K56ac szintjét a meiotikus differenciacié soran.
A H3K56 acetilacio szinte teljesen eltlint az asf14 és rtt1094 mutansokban, ami 6sszhangban van az
Asf1 (hiszton chaperon) és Rtt109 (K56-specifikus acetiltranszferaz) ismert biokémiai szerepével a
H3K56 acetilacio kromatinra irasaval kapcsolatban (Tsubota et al. 2007). A K56ac szignal jelentsen
megndtt a hst3/44 kett6s-mutansban, amely megakadalyozza a H3K56ac deacetilaciéjat (Celic et al.
2006). Ezutdn a HIS4-LEUZ “mesterséges” rekombinaciés hotspot régiéban Southern blot
moddszerrel térképeztiik és kvantifikaltuk a meiotikus DSB-ket és a crossover rekombinansok
mennyiségét. Méréseink szerint az 0Osszes mutans fiziolégids DSB-szintet produkalt (amely
gyakorisaga a vad tipusd mintdkkal 6sszevethetd volt; 6-8% a gorbék globalis maximuma alapjan),
azonban az asf14 és hst3/4A mutansokban a DSB-k mo6dosult kinetikaval jelentek meg és tlintek el,
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kb. 60 perces id6beli késéssel. Fontos kiemelni, hogy a mutdnsokban azonositott meiotikus DSB-k
erdsen rekombinogének voltak (lasd az R1/R2 rekombinansokat), vagyis a HIS4-LEUZ szakaszon
keletkez& DNS torések a “természetes” repair utvonalakon processzalodtak.

A modifikdlhaté lizin 56 aminosav oldallanc (K56) kozvetlen szerepének teszteléséhez egy
funkcionalis kisérletet végeztiink, amelyben egy nem-médosithat6 H3K56A mutdns hiszton
molekulat expresszaltunk a H3 hiszton fehérje egyediili forrasaként a sejtekben. A DSB-ket Southern
blot-tal térképezve haromszoros csokkenését figyeltiink meg a H3K56A mutansban, amit ezutan
fiiggetlen RPA ChIP-qPCR mddszerrel is validaltunk. A K56 acetilacid és a DSB hotspotok kapcsolatat
H3K56ac ChIP-Chip és RPA ChIP-Chip moédszerrel vizsgaltuk a teljes genomban, amelyekben anti-
H3K56ac és anti-H3 antitestek felhasznaldsdval immunprecupitaltuk a hiszton fehérjéket, majd
meghataroztuk a H3K56ac nukeloszomak dusulidsat az 6ssz H3-hoz képest, illetve ugyanezt
elvégeztiik anti-Rfal antitestekkel kontroll és H3K56A mutans sejtekben, amellyel a meiotikus DSB-
ket jeloltiik meg. Eredményeink szerint a H3K56ac hisztonok preferencialisan dasultak az RPA ChIP
peak-ek kozvetlen kézelében (a DSB-k mellett) a kontroll sejtekben, mig nem mutattak asszociaciét
a H3K56A mutansban azonositott (“megmaradé”) RPA ChIP peak-ekkel. Az RPA ChIP peak-ek szama
szignifikdnsan lecsokkent a H3K56A mutansban, mivel a mutacié a kontroll sejtekben detektalt 1004
RPA peak 65,8%-at eliminalta (661 peak), 343 RPA-helyet nem érintett (metszet halmaz), mig 182
esetben “ektopikus” RPA peak-ek keletkeztek, amelyek nem voltak jelen a vad tipusu sejtekben.
Fontos kiemelni, hogy az RPA szignal K56A mutansban tapasztalt csokkenését nem detektaltuk
kromoszoma tengely (Mer2) kotOhelyeken és véletlenszertien kivalasztott (random) genomi
poziciékban, amely az RPA kotShelyeken kapott kiilonbség specificitasat mutatja. Az RPA peak-ek
szamanak jelent6és genomi csokkenése Osszecseng a Southern blot eredményekkel, amely
Osszességében H3K56 oldallanc kozvetlen szerepét bizonyitja a rekombinaci6 iniciaciéjaban. A
H3K56-acetilezett hisztonok tehat fiziolégias szintre allitjaAk meiotikus DNS torések mennyiségét,

mintegy finomhangolva a rekombinacios forrépontok miikodését.

Kromoszdmalis R-hurkok és R-hurok regulatorok molekularis vizsgalata

Az R-hurok struktirdk rekombinogén és mutagén hatdsa régoéta ismert, azonban a DNS torésekkel
valo kozvetlen fizikai kapcsolatukat nem sikertlt bizonyitani. Funkcionalis kisérletek elvégzéséhez
egy megbizhaté R-hurok térképezési modszer sziikséges, amely hatékonyan képes az R-hurok
strukturakat azonositani a genomban, azonban id6kézben bevezetett DRIP mddszer (Ginno et al.

2012) rendre inkonzisztens adatokat generalt, amely a publikalt R-loop eredmények jelentds
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variabilitadsaban tettenérhetd. Ezért célul tliztiik ki egy univerzalis genomikai térképezési modszer
kidolgozasat, amely az “alap” DRIP mddszer torzitasait kikeriilve alkalmas az R-hurkok
nagypontossagu azonositasara barmely modellorganizmusban.

A publikalt protokollokat attanulmdnyozva meghataroztuk a legfontosabb kisérleti valtozokat
(sejtfixalas, lizis hémérséklete, nukleinsav izolalas, szabad RNS eltavolitasa, genom-fragmentacid),
amelyek kombinalasaval 40 kisérleti sémat (osztalyozé valtozdt) terveztiink. Az osztalyozo valtozok
segitségével felmértiilk, hogy azok hogyan rangsorolnak kiilonb6z6 teszt lékuszokat R-hurok
statuszuk alapjan (“tréning szett”), amelyet publikus adatokboél és sajat mérésekbdl el6zetesen
megismertlink. Sajat DRIP-seq kisérletiinket kétféle human mintdn végeztiikk el (Jurkat T-sejt

leukémia sejtvonal és CD4+ T limfocitak), amelyben 88,830 és 99,337 R-hurok régiét azonositottunk.

Az azonositott DRIP kotShelyekbdl konszenzus R-hurok készletet allitottunk el6 és valos-pozitiv /
valos-negativ teszt szakaszokat valasztottunk tréning szettként. A kivalasztott 16kuszokon RNazH-
kontroll mellett 5 fiiggetlen ismétlésben elvégeztiik a 40-féle DRIP kisérletet, amely ~4000 DRIP-
gPCR értéket (hozamot) eredményezett. A DRIP-qPCR adatokat ezutdn ROC elemzés filiggetlen
valtozojaként felhasznalva meghataroztuk a 40 fiigg6 valtozonk (osztalyozé valtozok) szenzitivitasat
és specificitdsat. A ROC gorbék 6sszehasonlitdsa sordn tiz osztalyozé valtozé esetén (5, 6, 13, 15, 17,
18,19, 21 és 24) magas AUC értékeket kaptunk (>0,7), vagyis ezek a DRIP sémak nagy szenzitivitassal
és specificitassal képesek az R-hurkokat azonositani. Négy DRIP sémaban 0,5 koériili AUC-t kaptunk
(2,1,11,16),amiarra utal, hogy ezek a kisérletek véletlenszer(i valaszokat adnak, ezért alkalmazasuk
feltétleniil keriilendd. A legjobban teljesité két DRIP séma a kovetkezd volt: 5 és 13, 79.1-79.5%-o0s
AUC-val, 70-75%-o0s érzékenységgel, és 72-80% specificitassal. Fontos megfigyelésiink volt, hogy a
DRIP kisérletekben rutinszerlien alkalmazott restrikciés enzim (RE) felismerési szekvenciak
eloszlasa nem véletlenszerii a genomban, a vagasi helyek stirtisége szignifikdnsan magasabb volt az
intergénikus régiokban, mint a fehérjekddolé ORF-ekben. Kiilonosen az els§ exonokban
alulreprezentaltak az RE felismerd motivumok, amely torzitott mintavételt okoz. Emiatt a restrikcids
enzimekkel torténd genom-fragmentalas és DRIP szekvendlds hosszd, restrikcids fragmentum
méretl R-hurkokat azonosit a fehérjekddol6 gének kdzelében, , amely a kddolé ORF-ek els6 exonjanal
okozza a legnagyobb torzitast. Szonikalt mintaknal ellenben az R-hurkok genomi poziciéja pontosan
behatarolhatd, mivel az ultrahang véletlenszer(ien darabolja a DNS-t. A nukleinsav fragmentacié
tehat jelentésen befolyasolja az R-hurkok méreteloszlasat és genomi térképezhetdségét, és ezaltal a
biolégiai funkciéjuk pontos megitélését. A fenti torzitas, amelyet “first-exon bias”-ként irtunk le,

elGzetes in silico restrikcios elemzéssel tesztelhetd és kikiiszobolhetd.
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A fenti metodikai tapasztalatokra alapozva célul tliztiik ki a kromoszémalis R-hurok strukturak
szervezetekben. Elsé kisérletiinket ludfiiben (Arabidopsis thaliana) végeztik, mivel ebben a
modellorganizmusban els6ként azonositottak egy R-hurok-asszocialt fehérjét, amely a viragzast
szabdalyoz6 FLOWERING LOCUS C (FLC) gén teriiletén specifikusan megkotott egy R-hurok struktarat
(Sunetal. 2013). Ez a fehérje a Nodulin homeobox (NDX) transzkripciés faktor volt, az egyetlen ismert
makromolekula kisérleteink kezdetéig, amely kozvetlen szerepet jatszott egy R-hurok
felismerésében. A ludfii kicsiny, teljesen annotdlt genomja és viszonylag egyszer(i genetikai
manipuldlhatésaga lehet6séget kinalt az NDX-el kapcsolatos hipotéziseink gyors és hatékony
tesztelésére. Kisérleteinkben parhuzamosan vizsgaltuk az NDX és R-hurkok kromoszdémalis
eloszlasat ChIP és DRIP szekvenalassal. Az NDX genomi kotShelyeit filiggetlen transzgénikus
vonalakban expresszalt N-termindlisan jeldlt flag-NDX és C-termindlisan jelolt NDX-GFP fuzios
fehérjék kromatin immunprecipitaciojaval és NGS vizsgalattal hataroztuk meg. Az NDX kotéhelyek
jellemzéen a kromoszémak centromerikus és pericentrikus régioiban halmozédtak fel, ahol
stirtiségiik (84 peak/Mb) szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kromoszéma karok mentén (16
peak/Mb). El6bbi régiok funkciondlisan az un. periférias heterokromatinnak felelnek meg, amely
tobbnyire er6sen kondenzalt, génekben szegény és funkciondalisan teljesen vagy részlegesen inaktiv,
mig az utébbi régidk eukromatikusak, tehat laza szerkezetliek és els6sorban aktivan atir6dé géneket
tartalmaznak. Ezt kovetéen DRIP-seq kisérletekben elemeztiik az Arabidopsis thaliana
kromoszémain elhelyezkedd R-hurkok szamat és elhelyezkedését. Genomi annotaciéjukat az NDX
kotbhelyekkel Osszevetve megallapitottuk, hogy az R-hurkok teljesen komplementer poziciét
foglalnak el az NDX koét6helyekhez képest, 97%-uk ugyanis semmilyen atfedést nem mutat az NDX
peak-ekkel, és forditva, az NDX peak-ek 94%-a fiiggetlen az R-hurkoktol.

VA

bizonyos aktivalé hiszton modifikaciokkal (H3K4me2, H3K4me3). Az NDX kot6helyek ezzel szemben
a transzpozonokon / transzpozon géneken dusultak és repressziv hiszton modositasokkal
(H3K9me2, H3K27mel) mutattak erds korrelaciét. Az Arabidopsis-ban azonositott kilenc
funkcionalis kromatindallapot koziil (Sequeira-Mendes et al. 2014) az NDX a heterokromatikus state
8-9-el mutatott szignifikans atfedést, mig az R-hurkok az eukromatikus state 1-2-re voltak
jellemzbek. A legmarkansabb egyiittallast a kozelmultban azonositott nem-kddol6 kisRNS l6kuszok

(Hardcastle et al. 2018) egy csoportja, a ‘klaszter 6-9’ SRNS-ek, és az NDX kot6helyek kozott figyeltiik
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meg, melyek a pericentrikus heterokromatin-asszocialt siRNS-eket (het-siRNS) kddoljak. Az R-
hurkok ebben az esetben is antagonisztikus eloszlast kovettek az NDX kot6helyekhez képest, mivel a

‘klaszter 1-2’ sRNS l6kuszokon mutattak szignifikans kot6dést.

A tovabbiakban egy T-DNS inzerciés mutdnsban (ndx1-4) teszteltiilk az NDX fehérje het-siRNS
kisRNS szekvenalast (sRNS-seq) végeztiink, és megallapitottuk, hogy az NDX hianymutansban
szignifikdnsan tobb funkciondlis kisRNS (21nt/24nt) szintetizalddik, mint NDX jelenlétében. A kilenc
sRNS osztaly koziil a 4-9. csoport mutatott megndévekedett expressziods szintet az ndx1-4 mutansban,
mig az 1-3. csoport nem kiilonb6zott a vad tipustol. Ez a transzkripcids heterogenitas 6sszhangban
van az SRNS osztdlyok els6dleges funkcionalis felosztasaval, amely pontosan az 1-3. és 4-9. csoportok
kozott torténik (el6bbi a fehérjekddolé génekkel és a prométerekkel mutat szoros asszociaciot, mig
utébbi az epigenetikailag aktivalt siRNS-ekkel (easiRNS) és az RNS-fiiggé DNS metilaciéos (RADM)
utvonallal (Matzke and Mosher 2014).

Mivel a noévényekben a het-siRNS-ek szabalyozzak a de novo DNS metilaciét (masnéven RNS-fiiggd
DNS metilaciét; RADM) és a géncsendesitést (Matzke and Mosher 2014; Hardcastle et al. 2018), DNS-
metilom vizsgalatokat végeztiink Col-0 és ndx1-4 novényekben biszulfit-szekvendalassal (BS-seq),
amely a nem-metildlt citozin bdazisok timinné konvertalasan alapul. BS-seq kisérletiinkben
mindharom szekvencia kontextusban (CG/CHG/CHH) meghataroztuk a metilalt citozinok aranyat
Col-0 és ndx1-4 névényekben, majd differenciadlisan metilalt régiokat (DMR) azonositottunk, amelyek
szignifikdnsan alacsonyabb vagy magasabb metilaciés szintet mutattak a mutansban (el6bbieket
hipo-DMR-eknek, utébbiakat hiper-DMR-eknek hivjuk). Elemzéstink 2449 hipometilalt és 1597
hipermetilalt régiét mutatott ki a CHH és CHG szekvencidknal, amelyek jellemzéen a
pericentromérius régiékban (hipo-DMR-ek) és a kromoszéma karokon (hiper-DMR-ek) dusultak. A
DMR-ek koziil a hipo-CHH/CHG DMR-ek szignifikans kolokalizal6t mutattak az NDX kot6helyekkel
(amelyeket a vad tipusd ndvényben azonositottunk), amely az NDX direkt hatasara utal. A fenti siRNS
és DNS-metilaciés valtozasok kromatinszerkezeti hatterének vizsgalatahoz Hi-C kisérleteket
végeztiink Col-0 és ndxI-4 mutans novényekben, hogy Kkideritsiik, a megfigyelt kiilonbségek
Osszefiiggésbe hozhatok-e a genomszerkezet valtozasaival. Mindkét mintabdl ~200 milli6 paired-
end read-et szekvenaltunk, amelyekbdl nagyfelbontasu Hi-C interakcidés matrixokat generaltunk. A
matrixok kvantitativ elemzésével szignifikans kiilonbségeket azonositottunk a Col-0 és ndx1-4
mintdk kozott, amely szdmos genomi régiéban megnovekedett (piros) vagy csokkent (kék) Hi-C

értéket tart fel. E kiillonbségek a kromatinszerkezet globalis megvaltozasat jelzik az NDX fehérje
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hidnyaban. Az egyik legmarkansabb véaltozast az in. KNOT (csomd) struktiraban figyeltiik meg,
amely a vad tipusd névényekre jellemz6 tiz interkromoszomalis régié helyett (Grob et al. 2014) 4j de
novo elemekkel egésziilt ki az ndx1-4 mutansban. A masik markans Hi-C valtozas a centromerekre és
pericentromerikus régidkra jellemz6, amely szignifikdnsan csokkent intrakromoszémalis
kapcsolatokat és feler6sodé interkromoszémalis interakciékat mutat az ndx1-4 mutansban. Az
eltlind intracentromerikus kolcsonhatasok a kromatin fellazuldsara utalnak NDX hianyaban
(dekompakecid), amely egybeesik az NDX jellemzé genomi kdt6helyeivel és erésen korrelal az ndx1-4
mutansban megfigyelhetd sRNS-expressziés és CHH/CHG-metilaciés valtozasokkal. A fentieket
osszefoglalva, kiilonféle genomikai és sejtbioldgiai mddszerekkel az NDX fehérjérol bebizonyitottuk,
hogy egy alapvet6 heterokromatin regulator, amely a korabbi elképzelésekkel szemben nem az R-
hurok-gazdag eukromatikus kromoszéma karokon, hanem a heterokromatikus centromer és
pericentromerikus régiékban miikodik, ahol a het-siRNS-ek transzkripcidjat és a repressziv

CHH/CHG metilaciot kontrollalja.

Tovabbi vizsgalatainkban figyelmiinket a humanspecifikus R-hurok regulator fehérjék felé
forditottuk, amelyeket egyaltalan nem ismertiink a 2018-as évig. Ekkor jelent meg egy tanulmany
(Wang et al. 2018), amelyben tomegspektrometrias vizsgalattal és immunprecitacidval tobb szaz
potencialis R-hurok-kot6 fehérjét azonositottak in vitro, amely megnyitotta az utat az R-hurok
regulator gének vizsgalatahoz kiilonféle fiziologias és patologias folyamatokban. A rakos
megbetegedések kapcsan példaul az elmult 10-12 év kutatasaban vilagossa valt, hogy az R-hurkok
kontrollalatlan keletkezése és a tumorokra jellemz& genom instabilitas kozott van valamilyen
mechanikai kapcsolat, azonban a résztvev faktorokat és funkcionalis kdlcsonhatasokat nem tudtak
azonositani. A fenti 0Osszefliggések mélyebb megértéséhez farmakogenomikai vizsgalatokat
végeztiink a szakirodalomban azonositott (és kisérletesen validalt) R-hurok regulator fehérjékkel,
amely azon az elképzelésen alapult, hogy a daganatok permanensen magas R-hurok szintje
kihasznalhat6 a rakos sejtek kemoterapias kezelésekkel szembeni érzékennyé tételére.
Vizsgalatainkhoz olyan R-hurok reguldtor géneket valasztottunk, amelyek egyértelm(i R-hurok
asszociacioval rendelkeznek a kisérletes adatok alapjan, kiilonféle molekularis uUtvonalakon
miikddnek (pl. DNS hibajavitas, splicing, hiszton modifikaci6, stb.), és bizonyitottan szerepet
jatszanak a rak kialakuldsaban. Ezen R-hurok regulatorok mRNS szignatarait 33 primer tumorban
vizsgaltuk a Cancer Genome Atlas (TCGA) adatbazis mRNS-seq adatai alapjan, amelyet egészséges
kontroll szovetekhez viszonyitva szdmos tumor-specifikus génexpresszios kiilonbségeket

azonositottunk. Ezt kdvetden a primer tumorokban mért génexpresszios értékeket nagyszamu rakos
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betegcsoport tulélési adataival kapcsoltuk 6ssze, majd megvizsgaltuk, hogy az R-hurok regulatorok
transzkripcids szintje korrelal-e a betegek tdlélési aranyaval. Elemzésiinkben 12,862 Kaplan-Meier
tulélési gorbét allitottunk el6 és 179 olyan tumor tipust azonositottunk, amely szignifikans R-hurok
regulator-fliggd talélés asszocidciét mutatott. Az R-hurok regulatorokat magasan expresszald és
alacsonyan expresszalé betegcsoportok tulélési esélyei szignifikdnsan és egyértelmiien elvaltak
egymastol, és az esetek 70%-aban (n=123) az R-hurok regulatorok alacsony expresszios szintje volt
elényds a betegség lefolydsa szempontjabdl. Tovabbi megfigyelés, hogy bizonyos gének, pl. az
RNASEH2A, BLM, és BRCA1 (top 3), szamos raktipusban mutattak szignifikans talélés-asszociaciot,
amely ezen fehérjék altaldnos szerepére utal, igy potencialis biomarkerként tekinthetlink rajuk. Ezzel
szemben mas gének, pl. az ATXN2, DDX19A és U2AF1 (utolsé 3), hatasa csak bizonyos tumor
tipusokra korlatozddott, amely nagyfoku szovetspecificitasukra utal és csokkenti diagnosztikai vagy

terdpias jelentéségliket.

A kovetkez6 1épésben szinergisztikus gyogyszer kolcsonhatiasokat kerestiink a ttlélés asszociaciot
mutaté primer tumorokkal szovettanilag és genetikailag egyezd tumorsejtvonalakban.
Vizsgalatunkban 267 FDA (US Food and Drug Administration) altal engedélyezett terapias
készitmény érzékenységi interakci6it hatdroztuk meg 1065 tumorsejtvonal farmakogenomikai
adatai alapjan (GDSC, (Yang et al. 2013). Szamitasainkban azonositottuk azokat a tumor tipusokat,
amelyek érzékenyebben reagalnak (vagy rezisztenssé valnak) bizonyos terapiadkra egy adott R-hurok
regulator expresszidjanak fliggvényében. Példaul, a CX-5461 nevli kemoterdpids szerrel (RNS
polimeraz 1 inhibitor, G4 ligand) kezelt sarcoma sejtvonalban a THOC2 R-hurok gén magas
expresszidja magas ICso értékekkel (félhaldlos ddzis) korrelalt, vagyis a CX-5461 nem hatékony
THOC2-pozitiv sarcoma-k kezelésére, hasznalata keriilendd. Ezzel szemben a CX-5461-el kezelt
melanoma és endometrialis tumorsejtekben az ATXN1 és TREX1 R-hurok gének magas expresszidja
alacsony ICso értékekkel korrelalt, vagyis a ATXN1-pozitiv és TREX1-pozitiv tumorok érzékenyen
reagalnak a CX-5461 terapiara, hasznalatuk javasolt. A vizsgalt terdpias szerek szamos bioldgiai
utvonalat feldleltek (a protein kindz és MAPK szignalizaciotél a citoszkeletonon at a DNS
hibajavitasig), amelyek koziil az PI3K/mTOR, MAPK/sejtciklus és DNS replikacié utvonalakra hato
szerek mutattdk a legtobb génkolcsonhatast. Osszességében 508 olyan R-hurok regulator-fiiggd
gyogyszer kolcsonhatast detektaltunk, amely egyben szignifikans tulélés asszociaciét is mutatott a

megfelel primer tumoros populaciéban.

Az R-hurok regulatorok expresszios statusza tehat jelent6sen befolyasolja a betegek ttlélési esélyeit

valamint a gyogyszeres Kkezelésekre adott valaszt is modosithatja. Ezen farmakogenomikai
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Osszefiiggések klinikai felhasznalasa még varat magara, azonban megfelel6 preklinikai vizsgalatok
elvégzése utan alkalmas lehet a betegcsoportok prioritizalasara. A rakos sejtekben zajlé R-hurok
képz6dési folyamatok és az azokat kontrolldld fehérjék tehat potencidlis biomarkerek és/vagy
terapids célpontok, amelyek alkalmasak lehetnek egyes daganattipusok kemoterdpias szerekkel
szembeni érzékenyitésére. Eredményeink, az alapkutatasi jelent6ségiikon tdl, Uj utat nyithatnak az
epigenetikai terapidk tovabbfejlesztéséhez, amely a daganatok R-hurok szintjének moddositasan

alapul.
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UJ MEGALLAPITASOK

A meiotikus homolég rekombinaciéval kapcsolatos munkankban megmutattuk, hogy a Set1C hiszton
metildz komplex 4altal katalizalt H3K4me3 okozati szerepet jatszik a DNS duplaszaltérések
kialakulasaban. Igazoltuk, hogy a DSB-k kialakulasa fiigg a mddosithat6 lizin 4 oldallanc (H3K4)
hogy az Sppl a DSB képzddés soran i) fizikai kdlcsonhatasba 1ép a DSB-komplex egyik tagjaval
(Mer2), amely egy cinkujjszeri Mer2-interakci6s doménen keresztiil torténik (CXXC Mer2-ID), ii)
felismeri és megkoti a Setl-altal katalizalt H3K4me3 szignalt, amely a PHD-finger doménje altal
torténik. Bizonyitottuk, hogy a Mer2-1D és PHD-domének deléciéja a DSB-szint jelentds csokkenését
okozza. Egy 0j rekombinaciés modellt vezettiink be, amely egyrészt kiterjesztette a régebbi hurok-
tengely modellt (Blat et al. 2002), masrészt az Spp1-Mer2 kolcsonhatas alapjan molekularis szinten
megmagyarazta a meiotikus DNS-torések kapcsolatat a Set1C-katalizalt H3K4me3 modositassal.
Megmutattuk, hogy az Spp1 diffizids tulajdonsagai és dinamikus turnover rataja alapvetd fontossagu
a rekombinaciét megel6z6 kromatinvaltozasok kialakuldsahoz. Ennek kapcsan bizonyitottuk, hogy
az Spp1l Set1C/COMPASS-fiiggetlen miikodésre valt a meidzis soran, amely el8segiti a rekombinacids
iniciacios helyek aktivalasat.

A Set1C mellett egyéb epigenetikai modifikaciok szerepét is bizonyitottuk a meiotikus rekombinacié
sordan. Megmutattuk, hogy a kézponti hiszton-fold doménre koncentralédé H3 lizin 56 acetilacio
(H3K56ac) fizioldgias szintre allitja be meiotikus DSB-k mennyiségét és ezzel finomhangolja a
rekombindacids forrépontok miikodését.

Az R-hurok struktdrakkal kapcsolatos munkank soran kidolgoztunk egy nagypontossagu analitikai
eljarast, amely az R-hurkok azonositasara és genomi térképezésére alkalmas barmely
modellorganizmusban. Felismertilk az tUn. “els6-exon torzitds” jelenségét, amely bizonyos
genomfragmentaciés eljarasoknal torzitja az R-hurkok méreteloszlasat és genomi
térképezhetGségét, és ezaltal a bioldgiai funkciojuk megitélését. E metodikdra alapozva R-hurok
térképezést végeztiink Arabidopsis thaliana-ban, hogy az addig egyetlen ismert R-hurok-kot6 fehérje,
a Nodulin homeobox (NDX) miikddését molekularis szinten megértsiik. Az NDX fehérjér6l korabban
azt feltételezték, hogy egy altaldnos R-hurok regulator, amely kot6désével stabilizalja e struktirakat
és ezzel bizonyos gének aktivitasat befolyasolja (Sun et al. 2013). Ezzel szemben mi megmutattuk,
hogy az NDX egy alapvetd heterokromatin regulator, amely a korabbi elképzelésekkel szemben nem
az R-hurok-gazdag eukromatikus kromoszéma karokon, hanem a heterokromatikus régiokban
miikaédik. Bizonyitottuk, hogy az NDX kromoszémalis eloszlasa ellentétes az R-hurkokhoz képest és

az RNS-fiiggé DNS metilaciés rendszerrel (RADM) egylittmiikodve a heterokromatin homeosztazisat
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szabdlyozza a centromerikus és pericentrometikus régiokban. Az NDX hatdsmechanizmusaval
Osszefliggd genomszerkezet valtozasok detektdldasdhoz genomkonformacié leképezés alapu
modszereket implementaltunk. NDX hianymutdnsban végzett Hi-C vizsgalatainkban jelentds
genomszerkezet valtozasokat detektdltunk az NDX koétShelyekben gazdag genomi régidkban
(pericentromerek), amely erésen korrelalt a megfigyelt het-siRNS expresszid és DNS metilacios
valtozasokkal. E molekularis valtozasok fenotipusos kovetkezményeit tovabbi funkcionalis
vizsgalatok elvégzésével probaljuk feltérképezni.

Humanspecifikus R-hurok regulator fehérjékkel végzett farmakogenomikai vizsgalatainkban
megmutattuk, hogy R-hurok regulatorok expresszids szintje kihasznalhaté a rakos sejtek
kemoterapias kezelésekkel szembeni érzékennyé tételére. Emellett szdmos olyan tumor tipust
azonositottunk, amely szignifikans R-hurok regulator-fiiggd tulélés asszociaciét mutatott, vagyis az
R-hurok regulatorokat magasan expresszal6 és az alacsonyan expresszalé betegcsoportok tulélési
esélyei szignifikdnsan elvaltak egymastdl. A fenti 6sszefliggések miatt az R-hurok regulatorokat
mindenképp érdemes potencidlis diagnosztikai markerként vagy terdpias célpontként tekintetbe

venni.
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