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1. Bevezetés

A kromatinszervezddés alsoébb szintjeirdl viszonylag sok ismerettel rendelkeziink, a
kromatin magasabbrendii organizacidjarél azonban kevésbé egyértelmii, gyakran ellentmondd
informdcidk éllnak rendelkezésiinkre. Munkacsoportunk a kromatinszervezddés magasabb
szintjét képviseld kromatinhurkok sajatsdgait az ebbe a mérettartomanyéba es6é fragmentécids
jelenségeken keresztiil vizsgilja. Az él6, nem-apoptotikus eukaridta sejtekbol torténé DNS
izolélast kovetéen a DNS ~50 kb koriil fokuszalodo fragmentacidjat figyelhetjilk meg, melyek
mérete a kromatin funkciondlis egységeivel (transzkripcids, ill. replikdcios egység) azonos
mérettartomdnydba esik. Bar a DNS ezen gyakran litott fragmentdcidjat altaldban mechanikai
nyirds hatdsdnak tulajdonitjdk, azzal Osszhangban, hogy a feltirdsukat megel6zden az €16
sejtek agar6zba 4gyazasdval a DNS fragmentdléddsa kivédhetd, munkacsoportunk
megfigyelései igy nem magyardzhatok. Kordbbi adataink nincsenek Osszhangban szdmos
egyéb potencidlis artefaktudlis tényezd hurokméretli kromatin fragmentacidhoz valé esetleges
hozzajaruldsaval sem. Azt a lehetdséget azonban, hogy létezhetnek olyan hiperszenzitiv
régiok, amelyek a kromatin hurkokat, ill. hurokméretii fragmentumokat hatdrolndk és
szuperhelicitds-fliggd hasitéhelyekként szolgalhatnanak a sejtek feltarasa sordn miikodésbe
1ép6 endogén nukledzok szdmadra, explicite még nem céfoltuk. Izgalmas interpretacids
lehetdség a DNS-ben mar eleve 1étezd egyszal- torések jelenléte, melyek csak a proteinek
denaturdcigjat kovetden manifesztdlodndnak €és a genomon beliili fenntartdsukban,
maszkirozasukban mas molekuldk (fehérjék, RNS) is szerepet vallalhatnak. Eddigi
megfigyeléseink legjobban az utébbi modellbe illeszkednek (1). A sejtek programozott
sejthaldla sordn gyakran hasonlé mintdzatot ad6 DNS fragmentacio jatszédik le. Felmeriil
tehat az a kérdés is, hogy a két jelenség — apoptotikus, ill. nem-apoptotikus DNS fragmentacio
— hétterében hasonlé mechanizmusok allnak-e? Mivel mind az egészséges sejtek kromatinja
altal mutatott, mind az apoptotikus DNS hurok-méretii fragmentécidja esetén a toréspontok
kozott a patoldgids génatrendezOdésekben szerepet jatszé szekvencidk tulreprezentaltak,
felmeriilt az a lehetdség is, hogy ezek a régidk a transzlokécidk preferdlt szubsztratjai
lehetnek.

Az a tény, hogy analdg jelenségek élesztd kromatinon is megfigyelhetoek, lehetdséget
teremt ezen alternativdk tovadbbi vizsgalatira az €lesztd sejtek kisérleti rendszerében. Mivel a
Schizosaccharomyces pombe a magasabbrendli eukariétdkhoz még kozelebb 4ll, mint a

Saccharomyces cerevisiae-hez, két igen kiillonbozd evolicids 1épcséfokon allé eukaridta



organizmus hasonlithatd 0Ossze azonos kisérleti koriilmények kozott. Az élesztok

kromatinszerkezetének egymashoz képest ill. az emlds kromatinhoz képest mutatott

kiilonbségei alkalmat adnak annak a kérdésnek a vizsgélatdra, hogy a kromatin mely

tulajdonsagai allhatnak a fragmentécids jelenség hatterében.

1. 1. Altaldanos célkitiizések

A.

Munkdm sordn a hurok-méretli kromatin fragmentacié mechanizmusaval és bioldgiai
jelentdségével kapcsolatos alapvetd kérdésekre torekedtem vélaszt adni - az élesztosejtek
kisérleti rendszere kindlta lehetdségeket kihasznélva.

Célom volt tovabbd a folytonossdghidnyok vizsgdlatiara alkalmas mddszertani repertodr

bdvitése, fejlesztése — gyakorlati alkalmazhatésagukra is tekintettel.

1. 2. Konkrét celkitiizesek

A.

Célom volt demonstrdlni, hogy a kromatin fragmenticié tokéletesen éEletképes,
egészséges, nem-apoptotikus élesztd sejtek esetében tapasztalhato.

Célom volt a két DNS szdlon protein-denaturdcidval feltart folytonossdghidnyok
egymashoz képesti viszonydnak meghatdrozasa.

Mivel a S. cerevisiae élesztosejtek viszonylag egyszerlien szinkronizdlhat6ak a
sejtciklus kiillonbozd pontjaiban, az élesztérendszer ezen eldnyét kihaszndlva meg
kivantuk vizsgélni, hogy a hurok-méretii kromatinfragmentacié mutat-e sejtciklus-
fliggd eltéréseket. A kiilonbozd sejtciklus fazisok esetleges eltérd fragmentacids
mintdzata a jelenség DNS replikacidhoz valé kapcsoldddsdnak lehetdségét hordozza
magdaban.

Célom volt, a hurok-méretii fragmentacié szempontjabol kordbban még nem vizsgalt
masik élesztd faj, a Schizosaccharomyces pombe sejtek esetében is megvizsgélni a
fragmentacios jelenséget. Az S. pombe sejtek sok tekintetben kozelebb allnak a human
sejtekhez, mint a S. cerevisiae sejtekhez. Mivel a deproteinizélt kromatin elééllitdsa a
kétféle élesztOben azonos kezeléseket kivan, igy mdd nyilna a jelenség 6sszehasonlitd

vizsgalatdra két tavoli eukaridta fajban, azonos koriilmények kozott. A fragmentaciod



hasonlé vagy eltér0 mintdzata a jelenség fajok kozotti univerzdlis vagy egyedi
jellegére utalhat, 6sszevetve a kordbbi, emlds sejteken kapott eredményekkel.

val6 fiiggésének meghatarozasa.

Mindkét élesztd meglehetdésen kis genommal rendelkezik, melyek kisebb-nagyobb
kromoszémakba rendezddnek. Ezek a kromoszémak mindkét élesztd esetében
feloldhatéak nagyobb molekulasilyd DNS elvédlasztdsara alkalmas gélelektroforézis
technikdval, lehetOséget teremetve arra, hogy osszehasonlitsuk az egyes kromoszomak
fragmentacios mintdzatat.

Célom volt a fragmentédcié méreteloszldsdnak jellemzése.

A élesztd kromoszémdk egyben a toréspontok térképezésére is alkalmas kisérleti
feliiletet nydjtanak. A fragmentacié forrépontjainak replikdcids vagy transzkripcios
szabdlyoz6é régidkkal valé egybeesése alapjan vizsgdlhatovd vdlhat a jelenség
Osszefiiggése a sejtek normalis fizioldgiai mitkdodéseivel.

S. cerevisiae riboszémadlis DNS klasztere egyetlen kromoszomdn helyezkedik el. A
tandem egységekbdl allé klaszter sajatos felépitése miatt azt varhatndnk, hogy a
genom tobbi részéhez képest a hurok-méretli fragmentacié eltéré mintdzatot
eredményez. Azonos mintdzat viszont epigenetikai jegyek szerepét veti fel. Tovabb4, a
100-200 kopidban jelenlévd transzkripcids egységek a folytonossaghidnyok

térképezéséhez is kedvezd terepet kindlnak.

. Célom volt még

a fentiekkel kapcsolatban egyszél-folytonossdghidnyok kimutatdsara és térképezésére
alkalmas 1j gélelektroforetikus médszer kidolgozasa;

munkacsoportunk  dramldsi  citometrids  mikrogyongy  analizisen  alapuld
modszerfejlesztési torekvéseinek keretében egyszél-folytonossdghidnyok és egyes
genetikai rendellenességek kimutatdsdra alkalmas &dramldsi citometrids moddszerek

kidolgozasa.



2. Irodalmi attekintés

2. 1. Az eukariéta kromatin szerkezete — révid attekintés’

Interfazisos eukaridta sejtben a DNS a hozza kapcsolddé fehérjékkel egyiitt kromatint
alkot a sejtmagon beliil, ebbdl alakulnak ki a mikroszkoppal jol lathaté kromoszomak a
sejtosztodds kezdetén. Minden kromoszéma egy Oridsmolekula linedris duplaszald DNS-t
foglal magdba. A DNS és a fehérjék kozel egyenld ardnyban jarulnak hozza a kromatin
kialakitdsdhoz. A kromatint alkoté fehérjék alapvetden két csoportra oszthatéak: egyrészt a
kromatinban nagy szdmban el6fordulé hiszton fehérjékre, mdsrészt a sokkal nagyobb
véltozatossdgot mutatd, kiilonbozd funkciokkal rendelkez6 nem hiszton fehérjék heterogén
csoportjara. Ez utébbi csoportba taroznak példdul a DNS és RNS szintézisében résztvevo
fehérjék és azok is, amelyek a génkifejez6dés szabdlyozdsdban jatszanak szerepet, (2,3).
Otféle hiszton molekuldt kiilonboztetiink meg, melyek koziil a H2A, H2B, H3 és H4 alapvetd
fontossaggal birnak. Alapvetd szerepiiket tdmasztja ald, hogy 4ltaldnosan jellemzdek az
eukaridtdkra és hogy aminosav-sorrendjiik nagyfokd konzervativizmust mutat az egész
élovilagban. A HI1 hiszton jelenléte ellenben nem esszencidlis az egysejtii eukariétakban (4)
és sokkal nagyobb variabilitdst mutat mind méretben, mind aminosav-szekvencidban, mint a
tobbi hiszton (5). Minden hiszton fehérje amino-termindlis végén 15 — 30 aminosavbdl allé
strukturdlatlan hiszton-farok taldlhaté; ezeknek alapvetd szerepe van az epigenetikus
szabdlyozéasban, vagyis a hiszton-kod kialakitdsdban és ezen keresztiill a transzkripcid
szabdlyozdsaban (2).

A kromatin a sejtciklus folyaman eltér6 mértékben, de mindig tobbszorosen
feltekeredett dllapotban van jelen (3). A DNS feltekeredése tobb célt szolgédlhat. Egyrészt a
hosszi DNS molekula 0sszecsomagoldsét biztositja, masrészt valdszini, hogy a lazabb vagy
tomorebb  szerkezetek valtakozdsdnak meghatdrozé szerepe van a  génaktivitds
szabdlyozdsaban. A kromatin feltekeredésének alapja a nukleoszéma. A nukleoszomdk 2-2
molekula H2A, H2B, H3, H4 hisztonbdl 4ll6 henger alakud fehérjemagokbdl és az azon kétszer
koriilcsavarodd, 146 bazisparnyi (bp) DNS dupla hélixbdl épiilnek fel. A hiszton oktamert
alkot6 proteineket ezért ,,core-hisztonok”-nak nevezziik. Két nukleoszéma kozott fajonként és

egy egyeden beliil szovetenként valtozd hosszisdgd, 10 — 80 bp-bdl 4ll6 internukleoszomélis

" A kromatinfragmentécio jelenségei olyan hipotézisek osszefiiggésében is értelmezheték, melyek a klasszikus
kromoszéma modellek egyes alapvetéseivel nem harmonizdlnak — sziikségesnek érzem tehdt a ,tankonyvi”
ismeretek rovid attekintését is.



0sszekotd DNS (linker DNS) helyezkedik el (3). A nukleoszémdk mintegy 200 bp-ként
kovetik egymdst. A nukleoszOma-szerkezet a DNS teljes hossza mentén kialakult
gyongyfiizérszerli képz6dmény (beads-on-a-string), melynek adtmérdje 11 nm. Ez jelenti az
elsddleges szintet a rendkiviil hosszu és vékony kromoszémafonalak kondenzéalasaban (3), a
linker DNS hosszatdl fiiggden 6 — 7-szeresére kondenzédlva a DNS-t (6). A H1-hiszton, melyet
linker hisztonnak is neveznek, részben a DNS-hez, részben a core-hisztonokhoz kapcsolddva,
kozel huzza egymdshoz €s bonyolultabb szerkezetbe rendezi a nukleoszémdkat, kialakitva
ezzel egy magasabbrendii szerkezetet, melynek atméréje 30 nm, udjabb 6-7-szeres
kondenzalédast eredményezve (6). A DNS szervezddés mésodik szintjét képviselé 30 nm-es
kromatin szdl kialakuldsdra tobbféle modellt éllitottak fel, melyek alapvetden két osztalyba
sorolhatdk: 1.) A ,,one —start helix” modell gorbitett linker DNS-t tételez fel minden egymast
kovetd két nukleoszéma-mag kozott, melynek eredményeként az egymast linedrisan kovetd
nukleoszémak helikdlis szerkezetet alakitanak ki. A modell legismertebb képviseldje a
szolenoid-szerkezet, melyben a nukleoszomdk egy centrdlis iireg koriil tekerednek fel és a
tekercs egy csavarulatdt 6 — 8 nukleoszoma alkotja. 2.) A ,,two-start helix” modell, az el6bbi
modellel ellentétben, egyenes linker DNS-en alapszik, melyben a nukleoszomék egy cikk-
cakk alaku elrendezésben gylilnek 6ssze. Ennek a modellnek tobb véltozata is létezik, pl. a
,helical ribbon” modellben a linker DNS pirhuzamos a DNS hélix tengelyével, a ,,crossed-
linker” modellben viszont a linker DNS merdlegesen helyezkedik el a hélix tengelyére (4,7-
9). A Hl1-hiszton globuldris doménja felelds a nukleoszémakhoz valé kotddésért. N-termindlis
doménjanak nincs kritikus szerepe a DNS feltekeredésében, azonban szerepe lehet a H1
hiszton kromatinhoz és/vagy a linker hisztonok fej — farokirdnyu kotodésében. A H1 hiszton
szerin és treonin oldalldncai némelyikét kiillonboz0 protein kindz enzimek foszforilalhatjdk. A
foszforilacionak szabdlyoz6 szerepe van abban, hogy a HI hiszton mennyire kompakt
szerkezetet rogzit a sejtosztodds soran (4).

A HIl-hiszton 4ltal tomoritett kromatinrost egymds mellé rendez6d6é 30 — 150 kb-os
hurkokat formélhat. A kromatin hurkok kialakitdsaban, melyeket hurkos doméneknek is
neveziink, szerepe lehet a sejtmag belsd vizaként feltételezett nukledris madtrixnak. Igy
minden egyes hurok funkciondlisan megfelel egy gylriinek, legalabbis az un. szupertekercs
(1d. késobb) kialakuldsa szempontjabodl. A struktira atmérdje hozzavetdlegesen 300 nm.

A sejtciklus sordn a legkompaktabb szerkezetet a mitézis metafazisdbol ismert tipikus

kromoszéma mutatja, mely két molekula DNS-t (két kromatidot) tartalmaz, 4tmérdje mintegy

10



1400 nm. A metafdzisos kromoszéma szervez3désére is tobbféle modellt allitottak fel®. 1)A
radidlis hurok modellben a radidlisan szervezett 30 nm-es kromatin szalak hurkai egy axialis
kromoszoma-struktirahoz, a kromoszéma-scaffold-hoz kotddnek, mely specidlis nem-hiszton
fehérjékbol épiil fel, melyek kozott a topoizomeraz I1-nek €s a kondenzin komplexnek kiemelt
szerepet tulajdonitanak. 2.) A hierarchikus feltekeredés modellben a kromoszéma
kondenzaci6 nem fiigg a protein scaffold kialakuldsatol és ezért a kromoszéma kondenzacio
temporélis mintdzata nem feltétleniil esik egybe a scaffold Osszeszerelddésével. A 10 — 30
nm-es kromatin szal nagyobb szédlakba, kromonéma szdlakba tekeredik, ami tovabb tekeredve
alakitja ki végiil a mitotikus kromoszémat. 3.) A kromatin hilézat modellben a kromoszémat
két szomszédos kromatin szdl kozotti protein keresztkotések stabilizaljak, dtlagosan 15 kb-
ként. 4.) ,,Hierarchical folding, axial glue” modell az el6z6 hiarom modell kulcselemeit 6tvozi.
A 30 nm-es kromatin szdl el6szor 100 — 130 nm-es kromonéma szdlba tekeredik a korai
profazisban, majd 200 — 250 nm-es kromatid szdlba a kozépsd profazisban, végiil az 500 —
750 nm-es metafdzisos kromatidot alakitja ki. A szerkezetet az axidlisan elhelyezkedd
kondenzin stabilizdlja, mely keresztkotd ragasztoként van jelen (6,10). A kondenzéltsag
azonban fajonként kiilonb6z6é mértékii lehet.

A kromoszéma kondenzéltsagi foka az interfazisban nem mindeniitt azonos. Fellazult
szerkezetll, transzkripcionalisan aktiv kromatin foglalja el a genom jelentOs részét, ez az
eukromatin. A genom fennmarad6 része kondenzdlt, transzkripciondlisan csendes,
heterokromatin allapotban van jelen, melynek két formdja ismert: konstitutiv és fakultativ. Az
altaldban nukledris periféridn elhelyezkedd konstitutiv heterokromatin szerepe valdsziniileg
elsdsorban a genom stabilitdsdnak biztositasa azéltal, hogy gétolja a rekombiniciét a genom
integritdsa szempontjdbol fontos repetitiv elemek kozott, amelyeket példdul a telomereknél
vagy centromereknél taldlunk (11,12). A fakultativ heterokromatin, mely &talakulhat
eukromatinnd, a sejtmagon beliill barhol el6fordulhat. Szerepe elsdsorban valdsziniileg a
gének transzkripciondlisan inaktiv formdban tartdsa, melyre az élesztOk pdarosodasi tipust
meghatdroz6 csendes lokuszai szolgédlnak példaval (13). A heterokromatin-eukromatin
atalakulasban szerepet jatszé tényezOk lehetnek az egyes hisztonmolekuldk oldallancainak
kovalens moédosuldsai (acetilacié, metilacio, foszforilacido, ADP-ribozilacid), az ubikvitin
nevi fehérje kotddése, a hiszonmolekuldk varidciéi (pl. H2A.Z, H2A.X, H3.3) és kiilonbozo
nem hiszton fehérjék jelenléte (2,3,14,15). A ,hiszton-k6d” hipotézis szerint, specifikus,

poszttranszlaciés hiszton moddositdsok kombindcidja hozza 1étre a kromatin reguldcid

> Ezen modellekben hangsilyozott molekuldris kolcsonhatdsi mozzanatok az interfdzisos kromatin
magasabbrendil struktirdjanak kialakitasahoz is hozzdjarulhatnak.
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komplex, funkciondlis hierarchidjat, pozitivan vagy negativan korreldlva egymadssal, pl. a
promoterek H3 hiszton trimetilaciéja a Lys4-nél a transzkripciondlisan aktiv kromatinra
jellemzd (15), mig a Lys27-nél torténd trimetilacié a transzkripciondlisan csendes kromatin
allapottal korreldl (3,16). Jelentds kiilonbségek vannak emlds és élesztd sejtek epigenetikus
szabdlyozésa, a modifikacidk jellemzd lokalizacidja kozott, az elobbi hiszton metilaciokét is
beleértve (15).

Az interfazisos kromoszémdak sejtmagon beliili elhelyezkedése emlds sejtekben,
fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) vizsgalatok alapjan territoridlis szervezddést kovet,
azaz az individudlis kromoszémak egymassal nem atfedd diszkrét territoriumokat foglalnak el
a nukleuszban (3,17). Az élesztd sejtek kromoszomadi az un. polarizdlt Rabl-konfiguraciét
mutatjdk, mely szerint a centromerek és a telomerek a nukleusz szemkozti oldalan

helyezkednek el (17).

2. 2. Nukleéris matrix, SIMAR-ok®

A sejtek membran-struktirainak nem ionos detergenssel torténd eltavolitasa és a DNS
allomany nukledz emésztése, valamint a hiszton és nem hiszton fehérjék zomének
ammonium-szulfattal torténd kivondsa utdn a sejtmagon beliil hatra marad egy filament6zus
rendszer, melyet az alkalmazott prepardldstol fiiggden nukledris matrixnak, ill. scaffoldnak
neveznek. Elobbi esetben a hisztonok eltdvolitisat 2 M NaCl oldattal, utébbiban 25 mM
litium 3,5-dijodoszalicilat oldattal végzik (18). (A metafazisos kromoszomabdl a hisztonok
eltavolitdsa utdn szintén marad egy centralis helyzeti, a kromoszéma eredeti alakjat megd6rzo
scaffold, amely koriil a kiteriilt DNS egy udvart alkot. A scaffold a DNS enzimatikus
eltavolitdsa utdn is megmarad. Valoszinlisithetd, hogy az interfdzisban jelenlévd nuklearis
matrixbol szarmazik (18,19).)

A fenti és mds megfigyelések alapjan a belsdé vaz létezése valdsziniisithetd a
nukleuszban, de felépitése €s szerepe még nem egészen tisztidzott. A magban zajlo legtobb
folyamat esetében feltételezik, hogy a nukledris vdz komponenseihez koétddve zajlanak le.
Kisérleti megfigyelések utalnak arra is, hogy a magon beliili széllitdsi folyamatok sem

véletlenszertieck, hanem egy adott dtvonal mentén torténhetnek, és ezeket az utvonalakat

3 Az dltalunk vizsgalt jelenségek hurokméretli szakaszokat hatdrold struktirakkal lehetnek kapcsolatosak — az

irodalmi 4ttekintés ezért terjed ki a nukledris matrixra és a S'MAR-okra.
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szintén ezek a fibrilldris fehérjék jelolhetik ki (20). Ovatosabb megfogalmazdsban a matrix
egy olyan dinamikus nukledris mikrokornyezetnek tekinthetd, amely magaba foglalja a
nukledris lamina elemeit, a transzkripcids és replikaciés komplexeket, valamint a DNS
javitasaban és RNS splicingban résztvevo proteineket is (20).

Az emlds nukleuszban 1€vé mintegy 25 millid nukleoszéma kb. 60.000 kromatin
hurokba szervezddik, amelyek a nukledris matrixhoz vagy scaffoldhoz periédikusan
csatlakozhatnak atlagosan 70 — 220 kb-ként (20). A kialakult kromatin hurkoknak szerepe
lehet a DNS replikdcioban, transzkripcids szabdlyozdsban vagy a kromoszéma pakolédasban
(18). A kromatin hurkok horgonyz6 szekvencidit MAR-nak (Matrix Attachment Region) vagy
SAR-nak (Scaffold Attachment Region) nevezziikk. A matrixhoz kotott S/MAR-ok
ellendllébbak nukledz emésztéssel szemben, a nukledzok csupdn a hurkok szekvencidit
emésztik (21). A S/MAR-ok 600 — 3000 bp kozotti hosszisdgd, bizonyos szekvencia
sajatsdgok kombindcidi alapjan megkiilonboztethetd szakaszok (22), melyeknek 150 — 200
bp-os szubrégidi egyszaliva valhatnak torzids stressz hatdsédra (18). A humdn genom mintegy
30.000 — 80.000 S/MAR-t tartalmaz (23).

Lambda fag DNS 40 képids tandem ismétlddését, amely nem tartalmazott integralt
S/MAR szekvenciat és endogén S/MAR-ral sem rendelkezett, meiotikus, ill. mitotikus egér
kromoszémakba inszertdlva, a bevitt konstrukcié szabdlytalanul nagy hurkokat hozott 1étre,
mig az endogén S/MAR-ral rendelkez6 36 kb-os human interferon gén hasonld inszercidjat
kovetden joval kisebb hurkok alakultak ki. A S/MAR-ok jelenléte tehat sziikségesnek latszik a
kromatin hurok kialakuldsdhoz mitotikus és meiotikus kromatin domének esetében egyarant.
(21). Szignifikansan kiilonbozott a hurokméret abban az esetben is, amikor ugyanazt a DNS
szakaszt a kromoszoma kiilonboz6 régidiba integraltdk. Kisebb hurkokat figyeltek meg a
telomer kozelében és nagyobbakat a telomerikus poziciébol torténd athelyezés utan (24). A
sejt valoszinlileg nem haszndlja egyszerre az Osszes potencidlis horgonyz6 helyét. Ezt a
hipotézist az eltérd hurokméret tdmasztja ald, valamint az a kisérlet is, amelyben a S/MAR
szekvencidkat tandem sorként vitték be a genomba, ekkor ugyanis az inszertalt S/MAR-nak
jelentds mennyiségli kopidjat a kromatin hurkok részeként detektaltak.

Bar a S/MAR-ok sziikségesek a kromatin hurkok kialakuldsdhoz, jelenlétik nem
elegendd a hurokképzéshez, haszndlatuk valdszinlileg alternativ és dinamikus. A sejt
igényeinek megfelelden hatarozhatja meg, hogy melyik S/MAR szekvencia miikddjon
horgonyzéhelyként (21). A hurkok transzkripcids és replikdcios egységeknek tekinthetdk.
(21). Halo preparatumokon kimutattdk, hogy a kromatin hurkok mérete véltozik a replikacio

sebességétdl fliggden: kisebb replikdcids villa sebességnél a sejtek kompenzdlni kezdik a
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sebesség csokkenést a késdi replikdcids origdk aktivdlasdval, igy az inicidciés események
nagyobb silirliséggel fordulnak eld, mely a kisebb kromatin hurkok kialakuldsit eredményezi
(25).

S/MAR-ok el6fordulnak intronokban, centromerekben, telomerekben és a bcr-eknél
(breakpoint cluster regions, kromoszéma torések forropontjait magaban foglalé szakaszok) is.
A S/MAR-kot6 proteinek kozott azonositottak tobbek kozott a topoizomeraz II-t (26), H1
hisztont, lamin B-t, NuMa-t (27), valamint a SATB1-t (18), SAF-A-t (22).

A S/MAR-ok nem rendelkeznek tiszta konszenzus szekvencidkkal. Strukturdlis
jellegzetességek és/vagy rovid szekvencia motivumok alapjan ismerhetéek fel, amelyek
megtaldlhatéak a S/MAR-okban, de hidnyoznak a nem-S/MAR DNS-bdl (28). A
bioinformatika a kovetkezOk alapjdn valdésziniisiti a S/MAR-ok jelenlétét (,,MAR-finder”
algoritmusok): AT gazdag régiok, 3’-UTR-ben gazdag szekvencidk, hajlitdsokat tartalmaz6
motivumok, topoizomeraz Il-felismerd helyek, a gén expresszidban és DNS replikdcidban is
fontos szerepet jatsz6 €s kiemelten rekombinogén egyszaliva valo tn. SIDD-helyek (stress
induced duplex destabilization) (20). A S/MAR-ok eldszeretettel alakitanak ki alternativ
masodlagos struktirdkat, és maguk is tartalmaznak hajlitott szekvencidkat, amelyek eldsegitik
a bazis parositatlansag kialakuldsat szuperhelikdlis stressz alatt. Ezek az alternativ struktirdk
és az egyszalu régiok felismerhetéek a DNazok, topoizomerdzok €s mas struktira-konvertalo

enzimek szamara.

2. 3. DNaz I-szenzitiv és hiperszenzitiv helyek

A transzkripciondlisan aktiv gének az atlagos kromatinhoz képest érzékenyebbek
egyes endonukledzokra, pl. a DNaz I enzimre, emésztésiikhoz egy nagysagrenddel kevesebb
enzim is elegendd, Osszehasonlitva a nem-atir6dé kromatin régiokkal. Ez az érzékenység
kiterjed a génre és teljes regulacids kornyezetére. A DNaz érzékenységnek ezt a tipusdt nem a
nukleoszomak hidnya okozza. Egy masik DNaz, a micrococcus nukledz, amely lebontja az
internukleoszomalis linker DNS-t is, szemben a DNaz I-gyel, és azt a DNS-t is, amely nem
szervezddik nukleoszémdkba, nem bontja jobban az aktiv, DN4z I szenzitiv géneket, mint az
inaktivakat (2). Ezenkivil az elektronmikroszképos felvételek egyértelmiien arrdl
tanuskodnak, hogy az aktiv kromatin nukleoszomakat tartalmaz. Tehat a DN4z-érzékenység

nem ezeknek a struktdrdknak hidnyaval kapcsolatos. Az atirt gén kornyezetében csokken a
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kromatin kondenzécidja, talan ezzel magyardzhat6 az adott szakasz magasabb fokd DNaz I-
szenzitivitdsa.

A DNa4éz hiperszenzitivitds az elObbitdl eltérd jelenség. Az aktiv kromatin bizonyos
helyei fokozott érzékenységet mutatnak a DNaz [ enzimmel torténd emésztésre a
transzkripciondlisan inaktiv kromatin azonos régiéihoz képest, emésztésiikhéz akar szdzszor
kisebb koncentracioju DNaz I enzim elegendd lehet. A DNaz 1 érzékeny régiokkal
ellentétben, a néhdny sz4dz bp hosszisdgu hiperszenzitiv szakaszokon nukleoszomdk nem
figyelhetoek meg. A kromatin DNdz [ tdlérzékenységének oka minden esetben a
nukleoszémak dtmeneti vagy tartés hidnya (2). A microarray vizsgdlatokkal CD4" T sejtekben
feltérképezett DNaz I hiperszenzitiv helyeket kiilonboz6 kromoszomalis funkcid, példaul a
replikacid, transzkripcid, rekombindcié szabalyozdsaban résztvevo helyeken, és minden aktiv
promoter és enhanszer szekvenciandl talaltak (29).

A magasabbrendii eukariéta genomban taldlhaté hdztartdsi gének gyakorlatilag
folyamatosan miikodnek, promotereik CG szekvencidi nem metilaltak. Ezek a régiok CpG
szigetekként maradtak fenn a genomban - védve a C—T tranzicidval szemben, amikor a
metildlt citozin spontin dezamindléddsaval timin keletkezne. A DNS demetildlt régioi
egybeesnek a DN4z I hiperszenzitiv helyekkel. A CpG szigetek egymastél mintegy 50-300
kb-ra helyezkednek el, amely megfelel a hurok méretli tartomdnynak (30). A génekkel
egyiittmiikodd régidok, példaul a CpG szigetek, a szekvencia-specifikus proteinekhez
sziikséges sokszoros kotOhelyeket tartalmaznak, és egyben, a proteinek kotddésével,
rekombindciéra hajlamos, hiperszenzitiv helyeket alakithatnak ki (31). S. cerevisiae-ben nincs
citozin metilacid, de a DNaz I hiperszenzitiv helyek megtaldlhatdak.

-globin tartalmi YAC-kal (yeast artifical chromosome) végzett kisérletek sordn azt
tapasztaltdk, hogy az S; nukledz-szenzitiv helyek gyakran ugyanabban a kromoszémaélis
régiéban helyezkednek el, mint a DN4dz I emésztés szdmdra hozzaférhetd helyek Mg**
jelenlétében. Az egyszél-specifikus S; nukledz-szenzitiv helyek jelezhetik a DNS szokatlan
masodlagos struktirdinak a jelenlétét, esetleges egyszal-folytonossaghidnyokat. A DNaz I és
S| nukledz hiperérzékeny helyek rendszerint funkciondlisan fontos régidkban helyezkednek el

az eukaridta kromatinban (31).
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2. 4. A Saccharomyces cerevisiae €s Schizosaccharomyces pombe
sajatossagai

Az élesztd gombdkhoz tartozd Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces
pombe sejtfallal rendelkezd egysejtli eukaridta €l6lények, melyek heterotréf életmodot
folytatnak. Gén szekvencia 0sszehasonlitds és filogenetikai analizis alapjan 330 — 420 millié
éve valhattak el egymastdl és 1000 — 1200 millié éve a metazodktdl €s a novényektdl (32,33).
Sok S. pombe protein hasonlébbnak bizonyult az emlés homolégjaihoz, mint az S. cerevisiae-
ben taldlhat6 homoldgjaihoz. Ennek egyik lehetséges oka, hogy a gombdk evolicidja
gyorsabb, mint a novényeké vagy az dllatoké, és valdszinlileg az S. cerevisiae evolicidja
gyorsabb, mint az S. pombe-é, igy nagyobb divergencidt mutat a magasabbrendiiekkel
osszehasonlitva (33).

A sejtfal jelenléte teszi elviselhetové a sejt szdmara az ozmotikus megterheléseket,
valamint meghatdrozza a sejt alakjat (34), ugyanakkor 4 — 5 kDa-os molekuldk szaméra
atjarhat6. Osszetétele torzstdl fiiggden valtozik, valamint eltérés tapasztalhaté egy adott torzs
kiillonbozé kord és kiillonbozd életciklusi sejtjeinek sejtfalosszetételében is. A sejtfal
eredményesen eltavolithatd kiillonbozé sejtfalbonté enzimekkel melyek a sejtfalban taldlhat6
kiillonboz6 cukor-kotéseket hasitjak (34). A sejtfaltdl teljesen megszabaditott protoplasztokon
lathatova valik a plazmamembran, a plazmalemma. A sejtfalbonté enzimek haszndlatitol
fliggben azonban kiilonb6z6 sejtfal maradvianyok maradhatnak a sejteken, ekkor
szferoplasztokrol beszéliink.

A S. cerevisiae (szinonim neve: Candida robusta) j6 erjesztd képességét
sorélesztOként és pékélesztoként haszndlja ki az ipar. Vegetativ sejtosztddasa jellegzetesen
sarjadassal valésul meg, ezért sarjadd élesztonek is nevezik. A sarjadé élesztokben a
kromoszomak mitotikus osztoddsa a maghartya felszakaddsa nélkiil a sejtmagban torténik,
ezért azt zart mitdzisnak nevezziik. A S. cerevisiae sejtek haploid és diploid allapotban is
fenntarthatéak. A haploid és diploid sejtek mérete torzsrOl torzsre véltozik, méretiiket a
novekedési fazis is befolydsolja. A diploid sejtek tipikus esetben 5x6 pum-es ellipszoidok, a
haploid sejtek 4 um-es szferoidok (35).

Laboratériumi koriilmények kozott az éleszto sejtek gyorsan ndvekednek mindaddig,
amig ki nem meritik a rendelkezésre 4ll6 tapanyagforrast. Ekkor a diploid sejtek stressz-
rezisztens spordkat hoznak 1étre, amelyek akar évekig is életképesek maradhatnak tdpanyagok
nélkiil is. A haploid sejteknek azonban nincs meg ez a lehetdségiik, helyette egy alacsony

metabolikus allapotba 1épnek, melyet stacioner fazisnak neveziink, melyben akar honapokig is
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talélhetik a tdpanyaghidnyt. A stacioner fazis Gy allapotu sejtjei glikogént akkumuldlnak,
vastag sejtfalat novesztenek, jelentdsen nd a ho-tolerancidjuk és rezisztenssé vélnak az
oxidativ stressz kiillonboz6 formdira (36). Normadl laboratériumi haploid torzsek replikdcios
ideje megkozelitdleg 90 perc YPD médiumon és kb. 140 perces szintetikus tdptalajokon, a
ndvekedés exponencidlis fézisaban, 30°C-os optimdlis hémérsékleten. A sejtek 1x107 —
5%10” sejt/ml koncentraciéban kozép-exponencidlis novekedési fazisban vannak. Rendszerint
a torzsek 2x10° sejt/ml maximalis denzitdst érnek el YPD taloldatban (35).

A Linder éltal 1893-ban leirt S. pombe, melyet borélesztoként is ismernek, vegetativ
sejtosztédasa hasaddssal valosul meg, ezért hasad6 élesztonek is nevezik. A pékélesztohoz
hasonldan, a kromoszémék osztédasa a maghdartya felszakadasa nélkiil valésul meg a mitdzis
folyamdan (6,33). Haploid és diploid formdban is képes novekedni, és a sejtek mérete
torzsenként eltéré lehet, melyet a novekedési fazis is befolydsol. A haploid sejtek tipikus
esetben 14x3,5 um atmérdjiek. A diploid sejtek nagyobbak, atmérdjiikk 24 x5 pm. Normal
laboratériumi haploid torzsek replikacios ideje megkozelitdleg 2,5 6ra YEL médiumon és 3
6ra minimal taptalajokon a novekedés exponencidlis fdzisaban, 30°C-os optimadlis
hémérsékleten. A sejtek 2 x10° — 1 x 10" sejt/ ml koncentrdciéban kozép-exponencidlis
novekedési fazisban vannak (35).

Az eukariotak koziil elsoként a S. cerevisiae genomjidnak a nukleotid-sorrendjét
fejtették meg. Az élesztd teljes genomja minddssze 0,5 %-a a humdnénak (37), 12 Mb +
rDNS. A S. cerevisiae 16 jol jellemzett metacentrikus kromoszoma haploid készletével
rendelkezik, melyek mérete sorba allitva 230-t61 2200 kb-ig terjed (1. tdbldzat). Elesztében a
telomerek a nukledris boritékhoz/ maghartydhoz kotottek Ku heterodimeren keresztiil, mig a
centromerek SPB-hez (spindle pole body) horgonyzédnak, mikrotubulusok segitségével, a
Rabl-elrendezddést kovetve (17). A sarjaddélesztd megkozelitdleg 5700 génnel rendelkezik
(38). Az élesztd gének atlagos mérete 2 kb (17), melyek egyenletesen oszlanak meg a genom
mentén (39). A géneken beliil rovid intronok viszonylag ritkdn fordulnak eld, azok a teljes
genom kevesebb, mint 1%-t teszik ki (35).

Osszehasonlitva a magasabb eukaridtdkkal, az élesztd genom legnyilvanvalébb
sajatsdga a tomorsége, amely az intergénikus régiok rovid méretébdl, az intronok igen kis
szamabol és a repetitiv szekvencidk ritkasdgabol ered. A genomi DNS mintegy 85 %-a
egyedi szekvencidbdl épiil fel, csupdn néhdny gén fordul elé duplikdtumban (pl. hisztonok
génjei, az a- tubulin génje, parosoddsi feromonok génje, tobb riboszémalis protein génje és a

glikolizis néhany enzimjének génje) és mindossze 15 %-a all ismétlédo szekvenciakbdl (40).
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A legjelentdsebb ismétlddést a riboszémalis DNS (rDNS) mutatja, ugyanis az rDNS
9,1 kb-os ismétlodései egy hosszu, kb. 100 — 200 kopiabdl allé tandem elrendezodést
alakitanak ki, amellyel hozzavetolegesen a XII. kromoszoma felét foglaljak el. Az
ismétlodések szamatdl fliggden az rDNS a teljes genom 9 — 10 %-t teszi ki (36,39,40).

Az ismétlddések masik csoportjat képviselik a genomban el6fordulé mozgékony
elemek. A retrotranszpozonok kozé tartozd Ty-elemek (transposon of yeast) szamukban és
pozicidjukban eltérnek a S. cerevisiae kiillonb6zo torzseiben. A legtobb laboratériumi torzs 30
— 35 koépiat tartalmaz a Tyl és Ty2 elemek szorosan Osszekapcsolédd parjabol, melyek a
genomban szétszorva helyezkednek el, mig a Ty3 és Ty4 elemek 1 — 4 képidban vannak jelen.
A Ty elemek a végalld ismétlddéseik kozotti homoldg rekombindcidval elveszhetnek a
genombdl, a termindlis ismétlodések egy — egy kopidjat visszahagyva a genomban. Ez
magyardzza az egyediilallé o-szekvencidk (50 — 100 koépia), o-szekvencidk (20 — 30 képia) és
T- szekvencidk (15 — 25) jelenlétét, melyek minden torzsben megtaldlhatéak. Szintén az
ismétlodd szekvencidk kozé tartoznak a 6,7 kb hosszisigi telomerikus Y’ szekvencidk,
melyek a 16 linedris kromoszoma végein helyezkednek el egyesével vagy 3 — 4-es
csoportokban (40) A Ty elemek lokalizdcidja nem mutat egyenletes elrendezést, a XI.
kromoszoma példaul egyéltalain nem tartalaz teljes Ty elemeket, bar 6-szekvencidk, LTR-ek
eléfordulnak rajta (41).

Szintén a pékélesztd DNS dllomanya részének tekinthetd a ~80 kb-os mitokondridlis
DNS, amely a mitokondridlis transzlaciés mechanizmus komponenseit kédolja, illetve a
mitokondridlis proteinek kb. 15 %-at (42).

A legtobb S. cerevisiae torzsben jelen vannak 2 pum cirkularis plazmidok, amelyek
kizardlag a sajét replikdcidjukhoz sziikséges informaciokat hordozzdk. Kopiaszamuk 50 — 100
kozott valtozik (40).

A S. pombe haploid genom mérete 13,8 Mb, mely minddssze harom, 3,5 Mb, 4,6 Mb,
ill. 5,7 Mb-os metacentrikus kromoszoma kozott oszlik meg. A hasaddélesztd sejtek, a
pékélesztohoz képest kevesebb, megkozelitdleg 4900 génnel rendelkeznek, melyek étlagos
gén mérete 1407 — 1446 bp (1. tablazat). A gének denzitdsa az I. és II. kromoszémékon
hasonld6, atlagosan 2,4 kb-ként fordulnak eld, a III. kromoszéman azonban kevésbé siiriin,
atlagosan 2,7 kb-ként taldlunk géneket. A genom szegény repetitiv szekvencidkban, azok a
genom mindossze 0,35%-t adjdk (38), mely szignifikdnsan kisebb, mint a sarjad6éleszt6 2,4
%-os ardnya. A legjelentdsebb ismétlodést itt is a — III. kromoszéman elhelyezkedd, 10,4 kb-
0os — rDNS 100 — 120 képids ismétlédései adjak, melyek az 5,8 S, 18 S és 25S riboszomalis
RNS géneket kddoljak. Végeredményben a genom 1,1 Mb-nyi részét teszik ki. Ugyanakkor az

18



5S rDNS ~30 kopidja szétszérva taldlhaté a genomban. (32) Az ismétlodd elemek részét
képezi a 11 transzpozon elem. Koziliik némelyek LTR-rel rendelkeznek, ezek és a 180
egyediildllé LTR retrotranszpoziciéval szaporodnak. Erdekes médon a transzpozonszerii
elemek striisége a II1. kromoszoman kétszerese a tobbi kromoszémaénak (32).

Az intergénikus régidk atlagos hossza nagyobb (952 bp), mint a pékélesztéé (515 bp).
A genom 4730 intronja, melyek hossza 29 — 812 nukleotid, a gének 43%-a kozott oszlik meg.
S. cerevisiae-ben csupdn a gének 5 %-a tartalmaz intronokat. Az intronok viszonylag nagyobb
szdama valOszinlileg alternativ splicing lehetdségét biztositja, mellyel protein varidnsok
johetnek 1étre (32).

A hasadé éleszt6 DNS dllomédnya részének tekinthetd a 13 gént kédold 20 kb-os
mitokondrialis DNS (32).

Ge{mm Kr. (In) Kr. Gén Ismetlod‘o Atlagos GC
méret szém méret szém szekvencia | transzKriptum / tartalom
(Mb) (%) gén méret (kb)

H. sapiens 3300 23 5(;\/[2[)6 3 30000 46 25 41,5 %

.. 12 230-2200
S. cerevisiae +1DNS 16 Kb 5700 2,4 2 38,3 %
3,5-5,7
S. pombe 13,8 3 Mb 4900 0,35 1,4 36 %

1. tablazat: Human €s éleszté genomok Osszetételének 9sszehasonlito tablazata (17,38,43,44) referencia alapjan.

A nukleuszban elhelyezkedd linearis DNS molekuldk a core-hisztonokhoz
kapcsolddva nukleoszomakat alakitanak ki mindkét élesztOben. Az S. cerevisiae genom mind
a négy core-hiszton 2 — 2 génjét tartalmazza, ezen kiviil olyan hisztonvaridnsok is
eléfordulnak, mint pl. H2A.Z vagy a centromer-specifikus H3 varidns CENPA, valamint
megtaldlhatok az ATP-dependens kromatin remodelldlé faktorok, valamint a hiszton farkak
reverzibilis moédositasai (acetilacid és deacetilacid, metilacid, foszforilacid, ubikvitinaciod),
melyek ezaltal a DNS hozzaférhet6ségének a szintjét is szabalyozzak. Bar a hisztonok erdsen
konzervaltak, az élesztd hisztonok térnek el legjobban az emlds hisztonoktdl (aminosav-
hosszban; a hiszton farkakban szekvencialis eltérések lehetnek) (37). S. cerevisiae-ben a
nukleoszomak nagyon kozel helyezkednek el egymashoz (4tlagosan 162 + 6 bp), a linker
DNS hossza csupédn 15 — 20 bp, szemben a metazoa dtlagos 190 bp-os ismétlodésével (7,37).

Az élesztdé mononukleoszomdk destabilizdlhatéak sé-dependens és hokezeléses
eljarasokkal. A S. cerevisiae nukleoszomak valészintileg kevésbé stabilak, 6sszehasonlitva a

magasabbrendii eukari6tak nukleoszomadival. Ez 6sszhangban 4ll azzal a feltételezéssel, hogy
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genomjuk nagy része (~90 %) konstitutiven nyitott marad az élesztd életciklusa nagyobb
része alatt (37), azaz potencidlisan transzkripciora alkalmas &4llapotban van, szemben az
emlosok genomjéval, ahol akdr a genom 90 %-a is transzkripciondlisan csendes lehet teljesen
differencialt szovetekben (17). Heterokromatin csak a telomereknél, az RDN1 Iékuszban
elhelyezkedé rDNS-nél és a péarosodasi tipus csendes kazettdindl taldlhat6 (HML, HMR
16kusz) (36). A transzkripcidra nyitott genom dacdra a géneknek csak kis szdzaléka rodik at
(37).

A kromatin tovabbi feltekeredése mind S. cerevisiae-ben, mind S. pombe-ban linker
hiszton nélkiil val6sulhat meg, ugyanis egyikiikben sem detektdltdk a H1 hiszton jelenlétét
(5,19), bar sarjadéélesztOben mostandban azonositottdk a HHO gént (Hholp), amely
homolégidt mutat a linker hisztonnal, azonban valdsziniileg nincs til nagy szerepe az élesztd
sejtekben, mivel delécidéja sem a novekedést, sem a parosoddst nem zavarja (37). Atomerd
mikroszképids vizsgdlatok alapjan is az S. pombe kromatin hierarchidja hasonldé a
magasabbrendii eukariétidkéhoz. A kromatin organizicidjdban a H1 hiszton hidnyat mindkét
élesztében valdsziniileg nem-hiszton fehérjék kompenzélhatjdk. (45).

A sarjadéélesztd interfazisos kromoszémai hosszukat tekintve kevesebb, mint feliikre
tomordodnek, amikor mitotikus kromoszomakka alakulnak at, szemben az emlosok 5 — 10-

szeres kompaktaloddsaval (46).

2. 5. A szerkezeti hierarchia tikr6z6dése DNS fragmentacios
jelensegekben

A DNS oligonukleoszémélis, ill. hurokméretii fragmenticidéja gyakran megfigyelt
jelenség a sejtek apoptotikus folyamatai soran. Hurokméretli DNS fragmentacié azonban nem

apoptotikus sejtek esetében is detektalhato.

2. 5. 1. Apoptdzis soran észlelt kromatin fragmentacio

Az apoptdzis — annak sokféle formdjatol eltekintve, csak a fejlédésbioldgiai jelenségre
utalva - a sejtek genetikailag programozott haldla, amely a sejt részérdl aktiv kozremiikodést
igényel, szemben a nekrézissal (47). Az apoptdzis lehetdvé teszi a nem kivant, potencidlisan

veszélyes vagy helyrehozhatatlanul karosodott sejtek gyors eltdvolitasat, oly médon, hogy az
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elimindcidjuk a lehetd legkisebb mértékben terhelje a szervezetet (48). Az apoptotikus
sejthaldlnak jellegzetes markere, az elektronmikroszkdppal megfigyelt morfologiai valtozasok
mellett, a nukledris fragmentécio (49).

Az apoptézis kapcsdn leirtdk mind a DNS, mind szdmos magi fehérje
feldarabolodédsat. Az apoptotikus DNS degradacié harom 1épésben zajlik le egy lehetséges
modell szerint. Eldbbivel kapcsolatban gyakran szembesiiltek azzal a ténnyel, hogy a
nukleoszémalis DNS-fragmentacié nem feltétleniil jellemzdje az apoptdzisnak, mdaskor a
DNS 50-300 kb-nyi darabokra vald szétesése kiséri azt, ill. utébbi, melynek vizsgalatat
pulzaltatott mezejii gélelektroforézis (PFGE) teszi lehetdvé (50), a nukleoszomalis
fragmentaci6 nélkiil is megfigyelhetd.

Az apoptotikus DNS degradédciés folyamatok elinditdsdban fontos szerepet jatszik az
un. kaszpdzoknak nevezett cisztein-protedz csaldd. Ennek a komplexnek centrélis
komponense egy heterodimer protein, a DNS fragmentdlé faktor (DFF). Egyik alegysége a
Mg**-dependens CAD (Caspase Activated DNase) nukledz, a mdsik a nukledz aktivitdsi
alegység inhibitora, az ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNase). Amikor a kaszpdz 3
vagy 7 hasitja az ICAD-ot, a CAD nukledz szabadda valik és a HI hisztonhoz kotédve a
DNS-hez kapcsolddik és a nukledz-aktivitasa stimuldlédik (20,51,52).

A CAD-on kiviil mds DNaz-okrdl is kimutattdk, hogy apoptotikus koriilmények kozott
hasitjdk a nuklearis DNS-t. Példdul a G-endonukledz, egy mitokondriumban szekvesztralt
nukledz, mely apoptotikus szigndl hatdsidra a nukleuszba transzlokalédik és a kaszpazoktol
fiiggetlen modon, nukleoszémadlis fragmentekre vagja a kromatint. Az enzim ugyanakkor
RNaz H aktivitdssal is rendelkezik (53). Tovabbi példik a GADD (granzyme A-activated
DNase), mely aktivdlodva egyszdli bemetszéseket hoz létre a DNS-ben, mely végiil
nagymolekulasilytd fragmentumok kialakuldsdhoz vezet, és a savas pH-n aktivalodé DNaz II
enzim (54).

Az egysejtl élesztd sejtek estében szintén leirtdk az apoptotikus jelek megjelenését,
habar az élesztdsejtek — Onzetlen - Ongyilkossaga relative ritka esemény fizioldgias feltételek
alatt (55). Apoptozis indukdlhaté élesztésejtekben UV sugarzéssal, alacsony koncentracidju
H,0;-vel (56) és ecetsavval (47), a sejtoregedés (57),(58), ill. a parosoddsi feromonok magas
koncentracidéja is apoptézishoz vezethet élesztOben (55). Apoptotikus sejtekben egyéb
markerek mellett megfigyelték a kromatin kondenzécigjat (58) és marginécigjat (56). Leirtdk
a kromatin fragmentacidjat is (56), azonban S. cerevisiae-ben nem detektalhaté apoptotikus
l1étra, amelyet val6szinlileg a meglehetdsen rovid linker DNS méret magyaraz (48,56). Az S.

cerevisiae, ill. S. pombe élesztd nem tartalmazza az apoptotikus jelit emlds sejtek esetében jol
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ismert szerepldit, sem az ICE protedz csaldd tagjait (kaszpazok), sem a p53-t, sem pedig bcl-
2-hoz, vagy bax-hoz hasonl6 géneket (48). Bar az élesztd sejtekben nem taléltak az emldsokre
jellemzd kaszpazokat, azonositottak egy kaszpaz ortolégot, a YCA1-t (yeast caspase), amely a
metakaszpdzok csalddjdba tartozik. A metakaszpdzok megtaldlhatéak a gombdkban,
novényekben, protistidkban, de nincsenek azokban az organizmusokban, amelyek a klasszikus
kaszpézokat tartalmazzdk (59). A YCAI inaktiv formdja 52 kDa, mely a 12 kDa-os alegység
eltdvolitdsaval aktivalodik. Az aktivdlédashoz proapoptotikus szigndl sziikséges, pl. a kultira
oregedése (60), ugyanis overexpresszidja dnmagdban nem okoz apoptdzist, de noveli a sejtek
érzékenységét az apoptotikus stimulusokra, mint pl. az oxigén stressz (59). Az emlds
endonukledz G-vel ortolég mitokondridlis Nucl protein szerepét szintén leirtdk az élesztd

apoptozis kapcsan (61,62).

2. 5. 2. Normal, életképes sejtekbdl izolalt kromatin fragmentacios jelenségei —

kbzvetlen el6zmények

A DNS 50 kb koriili fragmentacidja az apoptdzis gyakran megfigyelt jelensége. A
jelenség érdekessége, hogy a protedz emésztés nélkiil eldallitott sejtlizaitumban is megfigyelt
fragmentumok hossza a kromatin szervezddés magasabb szintjét (valdsziniileg) képviseld,
elektronmikroszkopidval vagy fluoreszcens mikroszkopban egyarant lathatéva tehetd
kromatin-hurkok méretével megegyez0 tartomanyba esik.

Normal, nem apoptotikus humén vagy egér sejtvonalakbdl izoldlt kromatin hasonl6
méretli fragmentédcidja figyelhet6 meg akkor, amikor izolélt sejtmagokat vagy akdr az é16
sejteket magukat ionos detergenssel (Sarkosyl vagy SDS) és protedzokkal (Proteindz K,
prondz) kezeliink kelétor jelenlétében, pulzaltatott mezejii gélelektroforézissel vizsgélva (63).
Ez a fragmentum méret a DNS gélbdl torténd elektroelicidja, majd fenol — kloroform
extrakcidja és etanol precipitdcidja utdn is megmarad (64).

Hasonlé mintazat érhet6 el alacsony (10 U/ml koriili) koncentracioji DNéz 1
kezeléssel a normal sejtek csak ionos detergenssel elééllitott viszk6ézus lizdtumdban, mint a
detergens + protedz kezeléssel, arra utalva, hogy DNaz I hiperszenzitiv helyek fordulnak eld
~50 kb-ként a vizsgalt sejtvonalak kromatinjdban (64) és ezek szolgaltathatjak a proteindz

emésztés soran kialakulé duplaszal fragmentdcio predilekcids pontjait.
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A protedz emésztés nyomdn nyert fragmentek végei polinukleotid kindzzal és
exonukleaz aktivitdssal nem rendelkez6 Klenow enzimmel jeldlhetdek, ellenben termindlis
transzferdzzal (TdT) nem, hacsak a DNS mintdkat eloszor 3’ tdlnydlé végeket generdld
restrikcids enzimmel nem kezelték. Valdszintinek latszik a fentiek alapjan, hogy a fragmentek
jelentds része 5° tilnyudld véggel rendelkezik. Az egyontetiinek tiind végkonfiguracio
valamilyen enzimatikus mechanizmust feltételez, szemben a mechanikai torés lehetdségével
(65). Azonban a formaldehid- vagy etanol-fixalt nem apoptotikus egér timocita sejtek
kromatinja proteindz K kezelés utdn TdT enzimmel in situ jelolheté volt (hasonléan az
apoptotikus  sejtekhez), mely szabad 3’-OH véget jelez (66). Mivel fixdlt sejtek
szuszpenzi6jabdl izoldlt DNS esetében is tapasztaltak kisfokd TdT jelolddést, az izoldlt DNS
és a targylemezre fixalt sejtprepardtum eltérd végjelolddésének magyardzatira feltételezték,
hogy a fixacié facilitdlhatja a proteolitikus emésztést, hatékonyabban elimindlva az 5’-
tilnyul6 végek kozelében 1évo proteineket, amelyek egyébként meggatolhatjdk a DNS végek
olvadésat és igy a TdT jelolést. Végeredményben az latszott a legvaldszinlibbnek, hogy a
fragmentek 5’-tulnyulo, ill. szabad 3’-OH végekkel rendelkeznek (65).

Az €10 sejtek kozvetlen lizdldsa liggal €s detergenssel egyidejiileg, szintén ~50 kb-os
fragmentdciot idézett eld. Az alkalikus pufferben végzett hosszabb idejii inkubdcié nem
degradalta tovdbb az ~50 kb-os fragmenteket. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a
kromatinban egyszali folytonossdg hidnyok vannak jelen, a komplementer szédlakon
»staggered” elrendezésben, amelyek megfelelhetnek a proteindz kezelés soran megfigyelt nem
random végeket eredményezd dupla-szald hasitasi helyeknek (67).

Azok a kisérletek, amelyekben kiilonbozo kezelésekkel megprobaltik befolydsolni a
fragmentaciét, nem vezettek eredményre. Ezekhez a kezelésekhez topoizomerdz II és I
inhibitorokat (MAMSA, VM-26, novobiocin és genisztein, ill. camptothecin), dinitrofenolt (ez
kimeriti a sejt ATP tartalékat) és 3- aminobenzamidot (a poly(ADP-rib6z) inhibitora) és
aurintrikarboxylsavat ill. Zn-ket (az apoptotikus nukledzok gétlasdra) haszndltak. A
fragmentacié nem fiiggott a pH-tdl, ezért (is) a 3’ tilnyidld véget eredményezd, savas pH
optimummal rendelkezd, és més rendszerekben az apoptotikus fragmentacidhoz valészintileg
hozzajarul6 DNé&z 1II szerepe valdszinltlennek latszott ebben a jelenségben (64).
Megjegyzendd, hogy ezen kezdeti kisérletek sordn haszndlt sejtek pusztdn detergens
jelenlétében késziilt lizaitumdban is megfigyelhetd volt a kromatin 50 kb-os fragmentdcidjdnak
jelensége, ehhez proteindz emésztésre egyaltalin nem volt sziikség. (A kisérletek ezen
fazisaban is a frissen izoldlt ex vivo sejtek, pl. emberi limfocitdk, igényelték a protedzos 1€pést

a fragmentacié bekovetkezéséhez.) A sejttenyésztési koriilmények maig felderitetlen eredetii
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megviltozdsa eredményezhette az azota vizsgalt barmely sejtvonal sejtjeinek esetében (azok
barmilyen sejtciklusbeli dllapotdban) azt, hogy a detergens kezeléssel nyert lizatum extenziv
protedz emésztése sziikséges a hurokméretli fragmenticids jelenség észleléséhez. A sejtek
kozotti, e tekintetben jelentkezo kiilonbségek okdra azéta sem deriilt fény.

A mechanikai nyirds kivédése érdekében agardzba &dgyazott, deproteinizalt sejtek
kromatinjdnak S; nukledz kezelése is jellegzetes DNS fragmenticiot idézett eld emlds és
élesztd sejtek esetében egyardnt. 500 U/ml S; nukledz emésztés az élesztd sejtek
kromatinjdban ~50 kb-os, mig az emlds sejtekben ~300 kb-os fragmenticiét okozott. Az
emlds DNS ~50 kb-os fragmenticiéjat 1650 U/ml S; nukledz emésztés valtotta ki. Az S,
nukledzzal valé emészthetdség helyileg denaturdlt régidkat vagy egyszalu
folytonossdghidanyokat jelezhet a DNS-ben, azonban az eukariéta kromatin S; nukledz
érzékenységét dltalaban inkabb a DNS helyileg médosult struktirdinak tulajdonitjak, mintsem
a DNS szdlban el6fordulé folytonossag hidanyoknak (68).

A kromatinban esetlegesen el6fordulé egyszali folytonossdghidnyok tanulményozasat
egy modositott agardéz gélelektroforézis technika tette lehetdvé, amely a DNS ho-
denaturdldsat és elektroforézisét foglalja magaba, urea jelenlétében. Ezzel a technikdval
elkeriilhetd a DNS-ben esetlegesen el6forduld lug-érzékeny helyek detektdldsa. A 65°C-on
végzett 4 Ords hOkezelés nem okozott valtozast a kromatin integritdsdban, azonban az emlds
sejtek esetében 95°C-on, élesztd protoplasztok esetében 80°C-on végzett révid inkubdlds
nyomdn 8 M urea jelenlétében 50-300 kb hosszusagi egyszali DNS fragmenteket detektaltak
urea tartalmu agaréz gélen. Utobbi homérsékleten végzett rovid inkubdcié valdsziniileg nem
okozhatja a DNS egy- vagy kétszalu artefaktudlis torését/ hasaddsit annak tiikrében, hogy
viszonylag hosszti DNS fragmenteket lehet amplifikalni a sokszoros hddenaturaciot igénylo
PCR technikdval. A mechanikai nyirds szerepe sem lehet a fo tényezd a degradicid
kialakitdsdban, ugyanis a 65°C-on felolvadt blokkok ismételt pipettdzdsa sem valtott ki
(6bnmagdban) fragmentaciot.

Az emlGs sejtek agarézba dgyazdsa utdn a blokkokban 1évd sejteket proteindz K-val,
SDS-sel és EDTA-val lizdlva (hokezelés nélkiil) Mb-méretli (vagyis az &ltalam vizsgalt
jelenség szempontjabdl fragmentdlatlan) DNS detektdlhaté. A szuszpenzidéban 1évo ill.
bedgyazott sejtek esetében megfigyelt eltérd viselkedés egy lehetséges magyardzata, hogy a
kromatinban a sejtlizist megel6zden is jelen 1évo, vagy akar annak pillanatdban keletkezd
egyszali folytonossdghianyok sejtszuszpenziéban az erdteljes protein denaturdcid
kovetkeztében manifesztalédnak, mig gélbe dgyazott sejtek esetében a széttekeredést az

agar6z matrix megakadalyozza.
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Amennyiben pre-exisztdlé folytonossdghianyokrdl van sz6, azokat fehérjék
maszkirozhatjak, melyek eltdvolitdsa a protein-denaturél6 kezelés kovetkezménye lehet. Ilyen
fehérjék lehetnek példdul a topoizomerdzok vagy a szintén minden eukaridta sejtben
megtaldlhat6 Ku proteinek (68). A 70 és 80 kDa-os alegységbdl all6 Ku heterodimer
szekvencia-fiiggetlen dupla-szald DNS vég-kotd aktivitdst mutat, és szintén kotddik a nick-
ekhez és hosszabb folytonossdg hidnyokhoz (69).

A fenti jelenségkort az egyedi sejt szintjén vizsgaland6, munkacsoportunk térinverzids
egy-sejt gélelektroforézis (FI-SCGE) technikat fejlesztett ki, melynek segitségével kimutattdk,
hogy alkalikus koriilmények kozott a nem apoptotikus nyugvé vagy proliferdlé human sejtek
és sarjadd élesztd szferoplasztok kromatinja granulumokra esik szét. Kvantitativ képanalizis
alapjan a granulumok ~48 kb-os atlagos DNS méretnek felelnek meg (1). Ez a szétesés nem
tapasztalhaté neutrdlis koriilmények sordn, amikor is csupdn a DNS szdlak parhuzamos
kifesziilése volt detektdlhato.

Ezen kisérletekben, elektroforézis nélkiil, neutrdlis koriilmények kozott, a
preparatumok sokezelése utdn a nukledris ,halo”-k hatékonyan jelolhetéek voltak DNS
polimeraz I enzimmel, azonban Klenow enzimmel és TdT-vel sokkal kevésbé. Ez arra utalt,
hogy szabad 3’-OH végekkel rendelkez6 nick-ek lehetnek jelen, szemben a ds torések és
»gap_’-ek lehetdségével. A TdT és a Klenow enzim egyarant képes volt biotin-dUTP-t
hatékonyan beépiteni abban az esetben, amikor a mintdkat el6z6leg Exonukledz IlI-nak, RNaz
A-nak vagy alkdli kezelésnek tették ki. Az adott koriilmények kozott RNaz H aktivitassal is
rendelkez0 RNaz A hatdsat specidlis RNdz inhibitor jelenléte megsziintette. Az RNaz
szenzitivitds azt valdsziniisiti, hogy a nick-eknél RNS/DNS hibridek fordulnak eld, melyekbdl
az RNS szalakat a DNS polimerdz I és az Exonukleédz III enzim RN4z H aktivitasuk révén
degradadljak. Az RNS/DNS hibridek jelenlétét anti-RNS/DNS hibrid-specifikus monoklonélis
antitest jelolésével megerdsitették (1). A nick-ek, ill. RNS / DNS hibridek foként a nukledaris
halo-k centralis teriiletén mutatkoztak, mig a kiteriild hurkok alig jelolodtek (1), 6sszhangban
azzal a feltételezéssel, hogy a jelenség kapcsolatos a hurok szervezddéssel.

A fragmentumok végeit klénozva és szekvencia analizisnek aldvetve azt talaltdk, hogy
repetitiv elemek gyakran vannak jelen a toréspont-szekvencidkban. A fragilis/hiperszenzitiv
régidkban taldltak olyan konszenzus motivumokat, melyek kromoszomalis atrendezddések
forropontjaiban helyezkednek el. Az analizdlt szekvencidk kozott megtaldlt rovid
CCAGCCTGG palindroma az MLL gén gyermekkori akut leukémidban és posztterapids
leukémidban gyakori atrendezddési régidjanak (breakpoint cluster region, bcr) egyik

forrépontja, egy topoizomeraz I kétéhely szekvencidjdban is megtaldlhat6 (65), és ugyanezen
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ber a hurok-méretli apoptotikus DNS fragmentdcié sordn hiperszenzitvitdst mutat. Ennek
nyomidn az MLL génre specifikus szondaval végzett FISH (Fluorescence In Situ
Hybridisation) kisérletek eredménye azt mutatta, hogy alkalikus FI-SCGE soran az MLL
régié tobb diszkrét részre esett szét, bar a kromoszéma territoriumok viszonylag jol
megdrzddtek; neutrdlis FI-SCGE sordn azonban kompakt, nem fragmentdlt szignilhoz

vezetett a FISH vizsgélat (1).

2. 6. Tranziens folytonossaghianyok el6fordulasa a genomi DNS-ben
fiziologias miikédések soran

Tranziens folytonossdghidnyok, amelyek a genom instabilitdsdnak forrdsai lehetnek, a
sejtciklus sordn gyakran fordulnak eld. Ezek a folytonossdghidnyok érinthetik a DNS hélix
egyik (nick, gap) vagy mindkét szdlat, és kapcsolatosak lehetnek a replikécid, transzkripcid,
DNS repair és rekombinéci6 folyamataival.

A DNS replikdcidja teszi lehetévé a bioldgiai informacié egyik generaciérél a masik
generacidjara torténd atadasat. A replikdcid a linearis molekuldn egyszerre tobb start ponton
(replikacids origd) indul meg eukariétakban. S. cerevisiae-ben a replikacids origékat a ~200
bp-os ARS (Autonomously Replicating Sequences) jeloli ki; genomjaban ~400 aktiv
replikaciés origdt detektaltak, melyek foleg intergénikus régidkban fekszenek (70). S. pombe-
ban hasonlé mennyiségli replikdcids origét taldltak, azonban a hasad6 élesztOben, az
emlOs0khoz hasonléan, hidnyzik a sarjadé élesztoben megfigyelt konszenzus szekvencia;
replikdcios origéik AT-gazdagok és szintén intergénikus teriileteken helyezkednek el, az
origdk aktivitdsban fontos szereppel bir a kromoszémalis kontextus is (71).

A replikaci6 altalaban két irdnyba halad, kialakitva a replikdciés buborékot. Kivételt
jelent a S. cerevisiae TDNS-e, ahol a replikéci6 unidirekciondlis médon valésul meg, melyet a
9,1 kb-os egységek egyik végén elhelyezkedd replikécids villa barrier jelenléte magyardz
(36,72).

Az interfizisos DNS-molekula szuperhelikdlis formdban van jelen. A replikaci
kezdetekor a DNS kettds spirdlja fellazul, denaturdlédik, mely a molekula szomszédos
részeinek szuperspirdlis feltekeredésével jar egyiitt. A feltekeredést kovetden jelentkezd
torzids stressz feloldasat a topoizomeraz enzimek végzik a DNS egyik vagy mindkét szalanak
bemetszésével. A folyamatos replikacié tehét azt feltételezi, hogy a DNS-en bevagédsok (nick-

ek) jonnek létre. A nick-ek jelenléte a replikdciés villdk kozelében nem szerencsés, mivel
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ezeknél a replikdcids villa ledllhat és akar duplaszali (ds) DNS torés is kialakulhat (73),
helyette ezért a replikdlédd részektdl tdvolabb jonnek létre topoizomerdz-medidlt, rovid
idejlinek gondolt bemetszések (74).

A genomi DNS szemikonzervativ médon zajlé replikdcidja sordn a szintézist rovid
RNS primerek inditjdk el, melyek lebomlédsat kovetden végiil az 100 — 1000 nukleotidanyi
DNS szakaszok (Okazaki fragmentumok) ligdcigjaval alakul ki a folytonos DNS ldnc. Az S.
cerevisiae meglehetdsen kis genomjdban pl. ~100000 Okazaki fragmentum keletkezik
sejtciklusonként, a humén sejtekben pedig 100 — 1000-szer tobb (75). Az Okazaki
fragmentumok keletkezése sordn — Osszeligdlodasukat megeldz6en — tehat egyszald
folytonossaghianyok generdlédnak minden sejtciklusban, a késlekedé szal természete miatt*
(76). A replikaciot kovetden nick-ek, gap-ek maradhatnak vissza (77), amelyek ds DNS
toréseket eredményezhetnek a kovetkezo sejtciklusban. A sejtek csak korlatozott kapacitdssal
képesek a ds torések kijavitdsara. S. cerevisiae sejtek pl. ~30 ds torés kijavitdsara képesek. A
sejt haldla akkor kovetkezik be, amikor a ds torések szdma meghaladja a sejt javito képességét
(75). Kimutattdk, hogy amikor a nick-ek fenntartdsiaban a hibak tullépik a ~0,02 %-ot, az a
haploid élesztd sejtek letalitdsat okozza. (76). A hatramaradé nick-ek a két DNS szdl
megkiilonboztetésében jatszhatnak szerepet. A vezetd szdlat inicidlé RNS primer sorsarél
ugyanakkor keveset tudunk.

Hasonldan a replikdci6hoz, a transzkripcié is a dsDNS széttekeredésével indul. A
keletkez6 buborékban megindul a templat szdllal komplementer RNS szdl atirdsa RNS
polimeraz segitségével. A transzkripcié 6 — 8 aktiv RNS polimeraz I enzimet magédba foglald
»transzkripcids gydrakban” zajlik, ahol egyszerre akar tobb gén atir6ddsa is lehetséges. A
transzkripciéhoz hasonldan valdsziniileg a replikédcié folyamata is a — még kevésbé ismert
— replikdciés gyarakban” torténik (78). Az RNS polimerdz miikodése kovetkeztében a
transzkripcids gépezet eldtt a DNS tranziens pozitiv, mogotte pedig negativ szuperhelikélis
tekeredése alakul ki. Ez a szuperhelikdlis tekeredés képezi az alapjat a topoizomerazok
miikodésének a transzkripcidos elongdcidé sordan (74). A transzkripcié-indukélta negativ-
szuperhelikélis 4llapot elésegiti az R-hurkok (RNS/DNS hibridek) kialakuldsat’, ami egy, a
keletkezésiikre feldllitott modell szerint a keletkez6 RNS szdl DNS templathoz torténd

visszakapcsoldddasa révén alakul ki, aminek kedvez a nyitottabb kromatin szerkezet. A

* Emlés mitokondridlis DNS-ben (mtDNS), mely replikdciés mechanizmusa eltér a genomi DNS-étél,
permanensen jelenlévo nick-ek jelolik ki a replikdcié kezd6 pontjat a replikaciés origdknal.

> Az R-hurokok funkciondlis jelentésségét mutatja az emlés mtDNS-ben, a transzkripci6-aktivalt replikéci6, ahol
a transzkripcié sordn keltkezett RNS, a templat DNS-sel RNS/DNS hibridet alkotva, szolgdl primerként a
replikdciéhoz.
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topoizomeraz I enzim kozvetve gitolja az R-hurok kialakuldsat, mert amellett, hogy relaxalja
a negativ szupertekercset (79), az ASF/SF2-hez (alternative splicing factor / splicing factor 2)
kozvetleniil kotddve és aktivdlva azt, el0segiti az mRNS-érést, amely igy nem képes a DNS
templathoz visszakotddni (80). ASF/SF2 hidnya (kozvetleniil vagy valamilyen, még
feltaratlan folyamat sordn) ds toréseket okoz, mely végiil nagymolekula-silyd DNS
fragmentumok (~50 kb) megjelenését eredményezi (81).

A DNS replikdcié rendszere atlagosan 10° bp-ként hibat ejt (82), melyek kijavitdsa
elengedhetetlen a pontos genetikai informdacié ataddsdhoz. A DNS-ben megjelend hibdknak
csak egy része kothetd a replikdcids eseményekhez. Kiilonbozd kiilsé és belsd tényezok
szintén okozhatnak hibdkat a DNS-ben. Ilyen hatasok példaul az ionizdl6 sugarzds, UV fény,
kiilonbozo kémiai dgensek. A leggyakoribb hibdk kozé tartozik a depurinicid, dezaminacio,
timin-dimer képzddés, nukleotid kiesés vagy beékelddés, DNS szdl torés, a lancok
keresztkotései. A  DNS-ben felgyiilemlett hibdkat a kiilonbozd javité (repair)
mechanizmusoknak a kovetkezd replikaciodig ki kell javitaniuk, kiilonben a hibak rogziilnek és
muticiok jonnek létre. A DNS-t ért kdrosodds tipusatdl fiiggben tobbféle javitérendszer
létezik. A javité mechanizmusok egyik tipusdba azok a rendszerek tartoznak, amelyekben a
karosodds a DNS egyik szalat érinti. A hiba javitdsakor a DNS-nek csak az egyik szdla
hasitédik a javité6 enzimek a DNS mdsik szdldt haszndljak templédtként. Ebbe a csoportba
tartozik a bazis excizids repair (BER - base excision repair), a nukleotid excizids repair (NER
— nucleotide excision repair), és a mismatch repair (MMR). A repardlé rendszerek masik
tipusat azok alkotjdk, amelyek a DNS mindkét szdlat érintd kéarosodasat javitjdk. Ezek
hibahajlammal jaré javitd mechanizmusok, melyek a DNS ds torésével jarnak €s alapvetden
két stratégiat kovetnek: az egyik stratégidban a replikdciot kovetden a testvér kromatid
homol6g szakaszat haszndlja fel a rekombinacids javitds enzimapparatusa. E javitérendszer
szamdra problémat jelenthet azonban a genomban tobb példanyban jelenlévd vagy ismétl6do
szakaszok javitdsa, mivel ilyenkor a templdt DNS tobb forrdsbdl szdarmazhat, amely akéar
kromoszémalis transzlokédcidkhoz is vezethet. Ettdl eltérd megoldast nydjthat a nem-homol6g
végek Osszekapcsoldsa (NHEJ — non-homologous end-joining). Ekkor a torések végei
mintaszekvencia nélkiil religdlédnak. (83). A DNS kiilonb6z6 karosoddsa, ill. azok javitdsa
soran tehat ss vagy ds folytonossdghidnyok fordulhatnak elé a genomban.

Az €10 szervezetek bar igyekeznek stabilizalni genetikai dllomanyukat, megtartani a
meglévd génkombinacidjukat, mégis az evolicids erdk hatdsara kénytelenek mutacidkkal és

Uj gén kombindciokkal biztositani a faj genetikai variabilitdsat. Ez utébbi megvalodsitdsahoz, a
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kromoszomak atrendezddéséhez, jarul hozza a DNS szakaszok kicserélésével a genetikai
rekombin4cio.

A rekombinicionak alapvetéen két tipusat kiilonboztetjik meg: 1.) 4ltaldnos
rekombindcid, amely a meidzis alatt két homol6ég kromoszéma kozott zajlik az ivarsejtek
képzése soran. 2.) helyspecifikus vagy illegitim rekombindcié, melyhez nem feltétel a két
DNS kozotti kiterjedt homoldgia.

Az éltalanos rekombindcid feltétele a homoldg kromoszémdk parosodasa, melyet a
szinaptonémds komplex kialakuldsa tesz lehetdvé. Az A4ltaldnos rekombinécié kezdeti
1épéseként a DNS molekuldk egyik szdla hasitodik, amely sziikséges egyrészt a DNS
letekeredéséhez, masrészt a masik DNS-sel valé 6sszekotddéshez. A letekeredd ssDNS szal,
kiszoritva a mésik kromoszoma homol6g szakaszat, dtkeresztezddik (crossing over), azaz a
homol6g kromoszéma komplementer szakaszdhoz kapcsolédik. A mdésik kromoszéma
kiszoritott szakasza szintén 6sszekapcsolddik a parjaval, heteroduplex szakaszokat kialakitva.
A teljes dtkeresztezddéshez sziikséges a kiszoritott szal bemetszése is. A kicserélddott szalak
keresztez6dési pontja a kiazma. A kiazma elmozduldsa valamelyik irdnyba folyamatos
szélcserére kényszeriti a kromoszémakat, ezzel megnovelve a heteroduplex régié hosszat.
Végiil kialakul a Holliday-struktira, amelyben az atkeresztez0dott szalakkal a két
rekombindcioban részt vevd DNS-szdl Osszekapcsolt helyzetben van. Ez az allapot azonban
hosszu tdvon nem fenntarthatd, megsziintetése a viagas helyétol fiiggden kétféleképpen mehet
végbe. Az egyik esetben a két kromatida nagyobb része valtozatlan marad, a kiazma
hasitdsdval csak a heteroduplex szakaszok maradnak a DNS-ben. A heteroduplex &llapot
megsziintetését javitd mechanizmusok (mismatch repair) végzik. Attdl fiiggben, hogy a
javitérendszerek az eredeti vagy az dtkeresztezett szdlat haszndljdk-e templdtként, nem
torténik valtozas, ill. génkonverzié torténik a kromatiddban. A masik esetben két rotalasbol
all6 izomer 4talakulds utdn torténik a kiazma 4atvagasa, amely eredménye a teljes
rekombindcid, azaz teljes DNS szakaszok cseréje.

A S. cerevisiae és a S. pombe haploid torzsei kozott taldlunk olyanokat, amelyek
képesek a pdarosodasi tipusukat megvaltoztatni a mitotikus sejtosztédasuk alatt. Mindkét
élesztd harom—hdrom parosoddsi tipus 16kuszt tartalmaz, melyek koziil csak egy mukodik
aktivan, a masik kettd transzkripciondlisan csendes dallapotban van. A parosoddsi tipust
meghataroz6 16kuszok a S. cerevisiae esetében a IIl. kromoszémén, az S. pombe esetében
pedig a II. kromoszomédn helyezkednek el. A pédrosodési tipus-valtds mindkét esetben
génkonverzioval valésul meg. S. cerevisiae sejtek parosoddsi tipusa lehet ,,a” vagy ,,a”

(MATa vagy MATa). A génkonverzié kezdeti 1épésekor a hely-specifikus HO endonukledz
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ds torést hoz l1étre a MAT l6kuszndl, a masik két, donorként szolgdlé 16kusz (HMLa és
HMRa) viszont érzéketlen marad a HO hasitiassal szemben, mivel azok heterokromatinba
agyazottak a III. kromoszoma két ellentétes végén. S. pombe sejtek parosoddsi tipusdt a matl
l6kusz informécidtartalma hatdrozza meg, mely lehet P (plusz) és M (minusz). A péarosodési
tipus valtast ss bemetszések inicializaljdk a matl 16kuszndl, melyek a kovetkezd S-fazisban ds
torésbe konvertdlodnak at. A sejt génkonverzié 4ltal javitja a torott DNS-t, a
heterokromatinba &dgyazott, mat2 (plusz) vagy mat3 (minusz) l6kusz allél-szekvencidja
alapjan. S. pombe estében a harom parosodasi 16kusz egymads kozelében helyezkedik el: a
mat2 a mat1-t6l 15 kb-ra, a mat3 pedig a mat2-t6l 11 kb-ra helyezkedik el.

Az illegitem rekombindci6t tobb rendszer is haszndlja. Az egyik legismertebb rendszer
a programozott V(D)J rekombinécids utvonal, mely bevezetd 1épésénél ds torések alakulnak
ki. Ezt a mechanizmust a limfocitdk hasznaljak a variabilis (V), diverzitds (D) és kapcsold (J —
joining) gén szegmentek Osszeillesztésénél, melyek az antitestek és antigén receptorok
varidbilis régioit kodoljak (84). A folyamat sordn a ds torést a RAGI és RAG2
(recombination-activating gene) proteinek generdljdk a konzervélt rekombindcids szigndl
szekvenciandl. Ez a rendszer nagyfokd hasonlésdgot mutat az élesztdé NHEJ repair
folyamatédval (84). Az immunglobinok (Ig) diverzifikdcidja sordn a B-sejtekben az Ig-gének
VDJ szegmensének atrendezOdése mellett szomatikus mutdcidk is novelik a szerkezeti
sokféleséget, melyben az AID-nek (Activation-induced Cytidine Deaminase) kulcsszerepe
van. Emellett ugyanez az enzim a class switch rekombindcidban is alapvetd szereppel bir,
mely meglepd, mivel a két mechanizmus jelentdsen kiillonbozik egymdéstol. A szomatikus
rekombindcioban az AID csak a variabilis régidhoz (VDJ exonok) kotddik és pontmutdcidkat
hoz 1étre, melyet BER, ill. MMR repair rendszerek javitanak. A class switch rekombindciéban
kotdédése kizardlag a switch régiéra korlatozodik, ahol ds torések kialakuldsat és
rekombindciét indukdl. A switch régié transzkripcidja sordn keletkez0 G-gazdag
transzkriptum RNS/DNS hibridet (R-hurok) alakit ki, ami egy stabil ssDNS szubsztratot hoz
1étre az AID szamara(85).

Szintén az illegitim rekombindciét haszndljdk a mozgékony elemek, a genomban
torténd athelyezddésiik soran.

Az illegitim rekombinécidnak szerepe lehet bizonyos tumorok kialakuldsidban is. J6
példa lehet erre a gyermekkori akut leukémidk hétterében gyakran 4ll6 MLL gén
atrendezddése.

A sejtciklus S-fazisa alatt, a DNS replikaci6 kovetkeztében minden kromoszéma

duplikdlédik, centromeriikon keresztiil szorosan kapcsol6dd testvér kromatidat kialakitva.
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BrdU inkorporacios kisérletekkel kimutattdk, hogy a testvér kromatid kicserélodés folyamata
sordn a testvér kromatidok torése €s egymadssal ujra kapcsolddasa kovetkeztében DNS

szakaszok cserélddnek ki a két kromatidaszal kozott (sister chromatid exchange).

2. 7. Tranziens DNS hasitast okozo enzimek: topoizomerazok

A topoizomerdzok a DNS dupla hélix egyik vagy mindkét szalat vagjak el
ideiglenesen. A topoizomerdz I a DNS egyik szdldn hoz létre tranziens folytonossaghianyt, a
topoizomeraz II reakci6 tipikusan dtmeneti duplaszaltoréssel jar. Mindkét topoizomerdz képes
modositani a szuperhelicitds mértékét a sejten beliil (86).

Az eukariéta topoizomerdz II egy heterodimer nukleéris enzim, amely mindkét DNS
szdlat hasitja, amely hasitdshoz sziikséges energidt ATP hidrolizis szolgaltatja. Miutdn Mg”*
jelenlétében a topoizomerdz II dimer dtmenetileg, kovalensen, hozzakotédik a torott szdl 5°-
foszfat végéhez, egy specifikus tirozin maradékon keresztiil. A topoizomerdz dimerek igen
stabilak. A két alegység kozotti protein — protein interakciok kozel tartjdk egymashoz a torott
DNS szélak végeit, amig a duplex DNS egy hurka a torésen keresztiil transzportalédik a DNS
végek religdlédasa eldtt (20). Az enzim altal hasitott és udjra ligdlt DNS szegmentet G-
szegmentnek (gate-segment), mig a G-szegmenten keresztiil atadott DNS részletet T-
szegmentnek (transient segment) nevezziik (87).

A topoizomerdz II enzimek egyrészt modositjdk a DNS domének szuperhelikdlis
szerkezetét, masrészt szE€tflizik az egybefont DNS hurkokat. Ezek a folyamatok fenntartjak a
DNS integritasat a replikacid, valamint a mitotikus és meiotikus kromoszoma szegregéacio
alatt (20). A topoizomerdz II enzimeknek a DNS rekombiniciés eseményeiben is szerepet
tulajdonitanak (88). A S. cerevisiae DNS-ben a topoizomerdz II a topoizomerdz I-gyel
egyiittmiikodve gétolja a pozitiv szupertekercs kialakuldsat a DNS replikécids villa elején. Az
élesztOben olyan feltételek alatt, ahol a topoizomeraz I és a topoizomeraz 1II is gétolva van, a
DNS replikacié gyorsan megéll, az ij DNS lancok elongécidja csak néhany ezer nukleotidig
folytatodik (74).

A topoizomerdz I enzim a topoizomeraz II-h6z hasonlé médon miikodik, bar csak egy
szélat hasit és az enzim monomer a torott DNS 3’-végéhez kapcsolddik dtmenetileg (20).
Amig a topoizomeraz Il mitkodéséhez ATP-t igényel, az I-es tipusu topoizomerdz milkodése

ATP-independens folyamat (89).
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A Il-es tipusu topoizomerdz alapvetd fontossagu a sejt életében, minden €l6lényben
(74,87), azonban a topoizomeraz I nem esszencidlis sem a S. cerevisiae-ben, sem a S. pombe-
ban, a topoizomerdz Il ugyanis helyettesitheti néhany funkciéban a topoizomerdz I-et, annak
funkcié vesztése esetén (74).

II-es tipusu topoizomerdz enzimet a sarjadé élesztében egyediil a Top2 gén kodol. Az
evolucid folyaman az alacsonyabbrendii eukaritakban 1étez6 egyediili topoizomerdz II gén
duplikdlédott, melynek eredménye topoizomeraz Ilo és II gén lett az emldsokben. A human
DNS topoizomeraz Ila és IIf képes fenntartani az top2 mutans élesztok vegetativ novekedését
azaltal, hogy komplementdlja a mutdns top 2 defektusat (88). Az élesztobdl vagy human
sejtekbdl szarmazd topoizomerdz Il proteinek in vivo mds nukledris proteinekkel is
kapcsolatban allnak.

A topoizomerdz II enzimeket néhdny, a klinikumban hasznélt rdk elleni gydgyszer
targetjeiként is szdmontartjdk. Ezek a gydgyszerek stabilizdljdk a kovalens kapcsolatot a
topoizomerazok és a DNS kozott és gitoljdk a DNS religacidjat. A topoizomeraz II
inhibitorok (anthraciklinek, epipodophyllotoxinok, stb.) hatékonyak a tumorok néhany
tipusdval szemben, bar gyakran multidrog rezisztencia kifejlodését vagy a terdpidhoz
kapcsoléd6é masodlagos tumorokat indukélnak (20,74,87), pl. topoizomeraz IlI-inhibitorokkal
torténd kezeléseket kovetden gyakran figyelték meg az MLL gén atrendez6dését, mely
posztterdpids leukémidk kialakuldsdhoz vezet.

A topoizomerdz I-nek fontos szerepet tulajdonitanak a polimerdz II enzim promoter-
kozeli ,,pausing” allapotbdl valé ,kiszabaduldsanak™ szabalyozasaban (90). Prokariétdkban a
transzkripcid kapcsan keletkezd R-loop-ok RNaz H altali eliminécidja és az ugyanekkor
generdlodd szuperhelicitds-tobblet relaxdldsa topoizomerdz I-szerli enzimaktivitds 4ltal

szintén izgalmasan kapcsolhat6 az altalunk vizsgélt jelenségkorhoz.

2. 8. A kromatin hurkok és kromoszoma transzlokaciok kapcsolata: az
MLL ber®

Az MLL (Mixed Lineage Leukemia) génatrendez6dése az egyik leggyakrabban megfigyelt

genetikai médosulds az akut leukémidban szenvedo, egy év alatti gyerekek esetében. Leirtdk a

® A Célkittizések ,,B”’ részének hatteréiil.
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gén atrendez0dését posztterdapids leukémidk esetében is. A tritorax csalddba tartozé6 MLL gén
(amelyet HTRX-nek, HRX-nek, TRX1-nek, valamint ALL1-nek is neveznek) a 11. humén
kromoszéma hosszi karjdn helyezkedik el (11g23). A viszonylag nagy gén (89 kb
hossztisagu) 37 exont tartalmaz és egy 3969 aminosavbdl all6 proteint kédol (91). Az MLL
fehérje egy hiszton metiltranszferdz (92). Az MLL gén atrendezddése dltaldban egy 8,3 kb-os
BamH]1 restrikcids helyek 4ltal hatdrolt fragmentumon beliil fordul eld. Ezt a toréspont régiét
MLL ber-nek (breakpoint cluster region) nevezziik. (91) A de novo leukémidk esetében a
toréspontok fdéleg a bcer centromerikus régiéjaban helyezkednek el, a posztterdpids
leukémidkban azonban a toréspontok foleg a telomerikus részen fordulnak eld.

A pontos molekuldris mechanizmus, amely az MLL gén dtrendezddését okozza, nem
ismert. Felvetddott a topoizomerdz 11 kozvetitd szerepe az MLL transzlokacidkban, ugyanis a
ber-en beliil azonositottak topoizomeraz Il konszenzus helyeket, rdaddsul a primer tumorok
topoizomerdz Il-inhibitorokkal torténd kezelését kovetden kialakulé szekunder leukémidk
jelentds részében az MLL gén atrendezddését figyelték meg. Az epipodophyllotoxinok és mas
topoizomeraz II-inhibitorok az enzimhez kapcsolédva meggétoljdk a DNS tjra kapcsolodasat
és ezaltal duplaszald torést idéznek elé a DNS-ben, tobbek kozott az MLL ber-en beliil is. Ez
a folyamat vezethet a MLL gén transzlokdcidjdhoz és végiil posztterapids leukémidk
kialakuldsédhoz. Egy kisebb affinitdsi S/MAR helyezkedik el a ber centromerikus felén és egy
erds S/MAR taldlhaté a telomerikus részén. A telomerikus S/MAR feltételezhetéen egy
protein-gazdag régié, mely a kromatin hurkok horgonyzé helyeként szolgdlhat. A hét
topoizomeraz Il konszenzus hely koziil hatot a telomerikus S/MAR-on beliil taldltak meg
(93). Szerepe lehet az Alu szekvencidk kozotti homolog rekombinécidnak is (94). A ber-ben 8
Alu szekvencia helyezkedik el, melybdl 6t a ber centrometrikus részére esik. Becslések
szerint a repetitiv elemek kozé tartozo, 100 — 300 bp hosszusdgui, Alu szekvencidk atlagosan 3
kb-ként fordulnak el6 a human genomban.

A MLL ber torését detektaltdk humdan és egér sejtvonalak citotoxikus dgensekkel
(etopozid, N-metilformamid, melfalan, citozin arabinozid) torténd kezelését kovetOen is
(50,95) Kimutattdk, hogy az apoptotikus program beinditdsa anti-CD95 antitesttel és mas
genotoxikus dgensekkel onmagdban elegendé az MLL bcer hasitiséhoz, mely a S/MAR
szekvencidkndl valésul meg. A kezelések egyben a nagy molekulasilyd (~50 kb) DNS
fragmentumok keletkezését is okoztdk. Az MLL ber hasitddik a hurok-méretii
fragmentumokat generdld apoptotikus program sordn a nukledris matrix kozelében (96). A
hasitdsban szerepe lehet apoptotikus nukledzoknak is, mivel az kaszpdz inhibitorokkal

gatolhaté volt (1,97).
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Munkdm moddszerfejlesztési részében az MLL bcer topoizomerdz II gatldszeres
kezelések nyomdn kialakulé leukemidk keletkezésében gyakran érintett centromerikus
topoizomeraz Il konszenzus szekvencia kornyezetének PCR-amplifikalt fragmentumaival

dolgoztam.
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3. Anyagok és modszerek

3. 1. Eleszt6 sejtek genomi DNS-ének gélelektroforetikus vizsgélata

3. 1. 1. Eleszté térzsek, taptalajok és névekedési kbrilmények

Kisérleteimhez a Saccharomyces cerevisiae sarjadd éleszt6 WDHY 199 torzsét
(MATa, leu 2-3 112 trp1-289ura3-52 his7-2 lys1-1), valamint a Schizosaccharomyces pombe
hasad¢ élesztd L972 h™ torzsét (vad tipus) hasznaltam.

A S. cerevisiae sejteket egyetlen telepbdl folyékony YPD tépoldatba (1% yeast extract,
2 % bactopepton, 2 % gliikkéz, pH 5) oltottam le és nem-szelektiv koriilmények kozott
novesztettem 30°C-on logaritmikus kultira esetén ODgop = 1 allapotig, amely ~2x10’ sejt/ml
koncentriciot jelent, stacioner kultira esetén ODggy = 3,5 allapotig, amely ~4x10° sejt/ml
koncentraciot jelent.

A S. pombe sejteket folyékony YEL tdpoldatba (0,5 % yeast extract, 3 % gliikkéz, pH
5) oltottam le és nem-szelektiv koriilmények kozott novesztettem 30°C-on logaritmikus
kultira esetén ODgop = 0,75 allapotig, amely ~5%10° sejt/ml koncentriciot jelent, stacioner

kultira estén ODgq = 3,5 dllapotig, amely ~2x10® sejt/ml koncentraciénak felel meg.

3. 1. 2. Eleszt6 kromoszémakat tartalmazd agaréz blokkok készitése

A S. cerevisiae sejteket centrifugdldssal Osszegyiijtottem €s kétszer mostam 50 mM
EDTA-ban (pH 8), majd reszuszpenddltam 2 mg/ml Lyticase enzimet tartalmazé
szferoplasztal6 oldatban (0,9 M szorbit, 0,125 M EDTA, 100 mM dithiothreitol (DTT)). A
sejtszuszpenzidt Osszekevertem azonos térfogati 1,5 %-os alacsony olvadasponti (LMP)
agardzzal, amelyet 0,9 M szorbit / 0,125 M EDTA-ban oldottam fel 80°C-on. A mintdkat 80
ul-ként formaba oOntottem és 4°C-on 5 percig dermedni hagytam. Az igy kapott agardz
blokkokat 0,9 M szorbit / 0,125 M EDTA-ban 37°C-on 6 6ran keresztiil inkubaltam. Minden
minta ~3x10° sejtet tartalmazott.

A S. pombe sejteket centrifugdldssal Osszegyljtottem €s kétszer mostam 50 mM
EDTA-ban (pH 8), majd reszuszpenddltam 15 mg/ml Lysing enzimet tartalmazé6 CPES
oldatban (25 mM citromsav, 0,12 M Na,HPO,, 20 mM EDTA, 1,2 M szorbitol). A
sejtszuszpenzidt Osszekevertem azonos térfogati 1,5 %-os alacsony olvadasponti (LMP)

agarézzal, amelyet CPES oldatban oldottam fel. A mintdkat 80 ul-ként formaba Ontottem és
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4°C-on 5 percig dermedni hagytam. Az igy kapott agar6z blokkokat CPES oldatban 37°C-on
6 oran keresztiil inkubaltam. Minden minta ~1,5><107 sejtet tartalmazott.

Mind a S. cerevisiae, mind az S. pombe szferoplasztokat tartalmazé agar6z blokkokat
54°C-on 2 napig emésztettem lizis oldatban, amely 0,5 mg/ml proteindz K-t, 0,5 M EDTA-t
(pH 8), 10 mM Tris-HCI-t és 1 % SDS-t tartalmazott, majd haromszor mostam TE-vel (10
mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pHS). Az igy kapott intakt DNS-t tartalmazé agar6z blokkokat
izopropanolban feloldott 0,75 mM fenil-metil-szulfonil-fluoriddal (PMSF) kezeltem 37°C-on
10 percig, azért, hogy inaktivdljam a reziduédlis protedz aktivitdst, majd haromszor mostam

TE-vel és TE-ben taroltam 4°C-on.

3. 1. 3. S. cerevisiae sejtek szinkronizalasa a sejtciklus kilénbdzé fazisaiban

Szinkronizdlds G; fazisban: A sejteket OD = 1-ig novesztettem YPD tdpoldatban,
majd o-faktort (Sigma) adtam a tdpoldathoz 20 pg/ml végkoncentracidban. A szinkronizilast
mikroszkop segitségével ellendriztem.

Szinkronizalds S fazisban: A sejteket OD = 1-ig novesztettem YPD tdpoldatban, majd
200 mM hidroxiureat (Sigma) adtam a tdpoldathoz €s 1,5 6ran keresztiil inkubédltam.

Szinkronizalds G,/M féazisban: A sejteket OD = 1-ig ndvesztettem YPD tdpoldatban,
majd nokodazolt (Sigma) adtam a tdpoldathoz 20 pg/ml végkoncentraciéban és 1,5 6rdn
keresztiil inkubdltam.

A szinkronizédldsok eredményét dramlési citométer segitségével ellendriztem.

3. 1. 4. Eleszt6sejtek el6készitése dramldsi citometrids analizisre

Az élesztésejteket Osszegyljtottem €s reszuszpenddltam azonos térfogati 70 %-os
etanolban, majd 6sszegylijtottem a sejteket centrifugdldssal. A pelletet kétszer mostam 50 mM
Tris-HCl-lel (pH 7,8), majd 100 pg/ml RN4az-zal (Sigma) emésztettem 37°C-on 2 6rdig. A
sejteket centrifugdldssal Osszegytijtottem és reszuszpenddltam FACS pufferben (200 mM
Tris-HC1 (pH 7,5), 200 mM NaCl, 78 mM MgCl,), amely 30 pg/ml propidium jodidot
(Sigma) tartalmazott. A mintdkat azonnal analizdltam vagy néhdny napig 4°C-on taroltam. A

vizsgdlat elott 10 s-ig szonikédltam a mintakat.

3. 1. 5. S. cerevisiae kulturak életképességenek vizsgalata
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Az S. cerevisiae sejtek életképességének meghatdrozasdhoz a kolonia-képzési tesztet
hasznaltam, melynek sordn azt a tényt haszndltam ki, hogy az életképes sejtek szilard
taptalajon telepet formalnak. A sejtek szdmat Biirker-kamra segitségével hataroztam meg és
100 — 100 sejt / Petri-csésze koncentraciéban szélesztettem ki YPDA téaptalajra (YPD
tapoldat, 2% agar) logaritmikus, illetve stacioner novekedési fazisban 1évo kultirdkbdl, majd
3 napig inkubdltam 30°C-on. Az életképes kolonidk szdmdat 6t parhuzamos kisérlet atlaga

alapjan szamitottam.

3. 1. 6. Agaroz blokkok enzim kezelése

S| nukledz emésztés: A blokkokat 3x20 percig mostam S; pufferben (0,2 M NaCl, 50
mM Na-acetdit, 1| mM ZnSO4, 0,5 % glicerol) és 1,5 6rdig emésztettem 500 U/ml S,
nukledzzal ( Promega Biosciences Inc.) S; pufferben 37°C-on.

DNS polimerdz I kezelés: A blokkokat mostam 1xpolimeraz pufferben (50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT) 3x20 percig, majd 1,5 6rdig kezeltem 150 U/ml
DNS polimeraz I enzimmel (Fermentas Life Sciences Inc.), 37°C-on, 1xpolimeraz pufferben
kiegészitve 2,5 uM dATP / dCTP / ddGTP / biotin-dUTP-vel vagy 2,5 uM dATP / dGTP /
ddCTP / biotin-dUTP-vel, ill. 2,5 uM dCTP / dGTP / ddATP / biotin-dUTP-vel.

Sfi I emésztés: A blokkokat 1x G pufferben (10mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,,
50 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA) mostam, majd 150 U/ml Sfi I restrikciés endonukledzzal
(Fermentas) emésztettem 16 6ran at, 50°C-on.

Sma 1 emésztés: A blokkokat 1x Tango pufferben (33mM Tris-acetédt (pH 7,9),10 mM
Mg-acetat, 66 mM K-acetdt, 0,1 mg/ml BSA) mostam, majd 150 U/ml Sma 1 restrikcios
endonukledzzal (Fermentas) emésztettem 16 éran at, 30°C-on.

Pvu 11 emésztés: A blokkokat 1x G pufferben mostam, majd 150 U/ml Pvu II

restrikcids endonukledzzal (Fermentas) emésztettem 16 6ran at, 37°C-on.

3. 1. 7. Tér-inverzios gélelektroforézis (field inversion gelelctrophoresis, FIGE)

A FIGE mddszerét haszndltam az agar6zba dgyazott kromoszémalis DNS vizsgalatéra,
amelyhez MJ Research PPI 200 invertert alkalmaztam. Munkdmban fdleg az 5-0s programot
hasznaltam, mely az 50 — 400 kb mérettartomanyban biztosit megfeleld feloldast, ill. a 9-es
programot, mely nagyobb molekulaméretii feloldast (2000 kb-ig) tesz lehetdévé. A futtatds

minden esetben hidegszobdban, dltaldban 5 V/cm er6térben zajlott.
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Neutrdlis FIGE: A futtatdsokat 1xTAE pufferben (40 mM Tris-acetat, | mM EDTA),
1 % agar6zgélben végeztem. A futtast kovetden a géleket 0,5 pug/ml etidium-bromiddal
festettem meg.

Urea/hé denaturdlo FIGE: Az élesztOkromatint tartalmazé blokkokat 8M uredt
tartalmazé TE pufferben dztattam 1 6rdn 4t szobahdmérsékleten, majd a blokkokat tovabbi
kezelés nélkiil, ill. 80°C-on 5 percig torténd hd-denaturdlds utdn vittem fel a gélre. A
futtatdsokat 1XTAE pufferben elkészitett 1 % agar6zgélben végeztem, amely 1 M ureat
tartalmazott, amelyet az agar6z felolddsa utdn, a gél 60°C-ra torténd hiilése utdn adtam az
elegyhez. Elektroforetikus pufferként 1XTAE puffert haszndltam, amely szintén 1 M ureat
tartalmazott. Az uredt tartalmaz6 oldatokat minden estben frissen készitettem. A futtatdst
kovetden a géleket 0,5 pg/ml etidium-bromiddal festettem meg.

Alkalikus FIGE: Az alkalikus futtatdsokat 0,8 %-os agardéz gélben végeztem
Ixalkalikus agardz gélelektroforézis pufferben (50 mM NaOH, 1 mM EDTA). A futtatds utdn
a géleket neutralizdlé pufferben (1 M Tris-HCl (pH 7,6), 1,5 M NaCl) 2 6ran at,
szobahOmérsékleten neutralizdltam, majd SybrGold-dal festettem 30 percig a gyartd ajanlasa

szerint.

3. 1. 8. Pulzaltatott-mezejii gélelektroforézis (Contour-clamped homogeneous
electric field, CHEF)

A kromoszomadlis DNS molekuldk szétvilasztisara CHEF-DR III PFGE rendszert
(BioRad) haszndltam. A gélelektroforézist 0,5xTBE pufferben (45 mM Tris-borat, 1 mM
EDTA, pH 8,3) 14°C-on végeztem. A mintdkat minden esetben 1 %-os agar6zgélen futtattam,
0,5xTBE pufferben.

S. cerevisiae mintdk esetében a futtatds koriilményei a kovetkezOk voltak:

220-2200 kb 400 kb-ig
Inicial switch time : 60s Is
Final switch time : 90s 25s
Run Time : 24h 24 h
Angle ¢ 120° 120°
Voltage gradient : 6 V/cm 6 V/cm

A S. pombe kromoszémak szeparicidjdhoz a kovetkezd programot (A+B) hasznéltam:
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Program A Program B
Inicial switch time 54Es 100 s
Final switch time 54Es 47Es
Run Time 70 h 50h
Angle 120° 120°
Voltage gradient 1,2 V/iecm 1,2 V/cm

3. 1. 9. Kétdimenzids gélelektroforézis

Az élesztd kromoszomdkat el0szor CHEF-DR III PFGE rendszerrel szepardltam el
egymastdl az elsé dimenzidban, majd a kromoszémdkat tartalmazdé gél darabot 500 U/ml S1
nukledzzal kezeltem, ill. az egyes kromoszomdkat kiilon vélasztva hovel denaturdltam 8§ M
urea jelenlétében 80°C-on 5 percig. A kezeléseket kovetden a mintdkat egy mdsodik
dimenziéban futtattam tovabb, FIGE-t haszndlva. A CHEF és FIGE koriilményei a fent

leirtakkal azonosak voltak.

3. 1. 10. Southern-blot

Hagyomdnyos €s urea-agaréz géleket Hybond-N* nylon membrinra (Amersham
Pharmacia Biotech) blottoltuk 4t BIO-RAD vacuum blotter segitségével. A membranokat 30
percig 80°C-on szdritottuk, majd UV-keresztkotottiik (1,2x10° uJ/cmz). A blottolt, denaturalt
DNS-t prehibridizaltuk 3 éran 4t 55°C-on 30 ml prehibridizéciés oldatban (1 % BSA, 0.5 M
Na,HPOy, 7 % SDS, 1 mM EDTA, 10 pg/ml hering sperma DNS), és 15 6rédn at hibridizaltuk
az TDNS gén klaszterre specifikus szonddkkal. Az 1405 bp-os ds PCR terméket hasznéltuk
templatként a tovabbi szonddk prepardlasdhoz. A **P jelolést vagy random primer jelSléssel
(ds szonda; RediPrime Kit, Amersham) vagy egyszdl-specifikus szonda prepardlasdhoz
»linedris amplifikdciéval” (egy primert haszndlva) végeztiik: A plF primert alkalmaztuk a
szensz szél-specifikus és p1R primert az antiszensz szal-specifikus szonda prepardldsahoz. A
PCR reakcidkat 2.5 U Taq polimeraz enzimmel, 1xreakcié pufferben (10 mM Tris-HCI, 50
mM KCI, 0.08 % N P-40, pH 8.8) hajtottuk végre, kiegészitve 3 mM MgCl, dal, 50 ng
templat DNS-sel, 20 pmol primerrel, 5 uM dATP / dTTP / dGTP-vel, valamint 5pl [o’°P]-
dCTP (6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml; Institute of Isotopes LTD, Hungary).
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Neve P}' tmer Primer szekvenciaja Templat
tipusa

plF forward | 5" — GGG GAT CGA AGA TGA TCA GA — 3’
p2F forward |5’ — CAA ACT CCC CAC CTG ACA AT -3’
p3F forward |5’ — TTT ACT TCG CCA ACC ATT CC—3’ S. cerevisiae
p4F forward | 5> —TCG CCG AGA AAA ACT TCA AT — 3’ rDNS
pSF forward | 5" —CTT GGA TGT GGT AGC CGT TT — 3’
plR reverse |5 —GAA AAG GCC AGC AAT TTC AA — 3’

A kovetkez6 PCR termékeket kaptuk:

Primerek Amplikon hossza
plF 1405 bp
p2F 4182 bp
p3F pIR 5664 bp
p4F 7326 bp
pSF 8573 bp

Az amlifikaciot a kovetkezd paraméterek szerint végeztiik:

94°C 3 perc

1 ciklus 60°C 1,5 perc
72°C 1,5 perc
94°C 50s

45 ciklus 60°C 50s
72°C 1,5 perc

1 ciklus 72°C 10 perc

A szonddk tisztitdsat Sephadex G-25 oszlopon végeztiikk (Amersham). A hibridizacié utdn a
membréanokat haromszor mostuk 60 °C-on mosé folyadékkal (40 mM Na,HPO,4, 1 % SDS, 1
mM EDTA). A jelet BIO-RAD Phospho-Imager segitségével detektaltuk.

3. 1. 11. ,Ab-Southern”

Nick-ek kimutatdsdra: A S. cerevisiae kromatint tartalmazé blokkokba nick
transzlaciéval biotin-dUTP-t épitettem be, majd Pvu II restrikciés endonukledzzal
emésztettem. Ezt kovetden az urea/hd-denaturalt és denaturdlatlan mintakat urea-agaréz gélen
megfuttattam, majd a mintdkat Hybond-N" nylon membrdnra blottoltam. A membrant
hibridizaciés oldatban (5 % tejpor, 0,2 % Tween-20 / PBS) prehibridizaltam 1 6ran at,
szobahOmérsékleten, majd egér anti-biotin antitesttel (Sigma) jeloltem 1:1000 higitasban,
hibridiz4cids oldatban, 16 6ran 4t 4°C-on. A membrant 5x5 percig mostam 0,2 % Tween-20 /

PBS-ben, majd torma-peroxiddzzal konjugélt kecske anti-egér IgG poliklondlis antitesttel
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jeloltem, 1:2000 higitasban, 1,5 6rat szobahdmérsékleten. A detektdlast kemiluminescens
filmmel (Amersham) végeztem.

RNS/DNS hibrid kimutatdsdra: A restrikcids endonukledzokkal emésztettet, majd
agar6z gélelektroforézissal megfuttatott mintdkat Hybond-N" nylon membranra blottoltam. A
membrant 1 6ran at tarté prehibridizacidjat koveteden 1,5 pg/ml egér anti-RNS/DNS hibrid
antitesttel (S9.6 antitest) jeloltem hibridizacids oldatban, 16 6rdn 4t 4°C-on. A membréant 5x5
percig mostam 0,2 % Tween-20 / PBS-ben, majd torma-peroxiddzzal konjugalt kecske anti-
egér IgG poliklondlis antitesttel jeloltem, 1:2000 higitasban, 1,5 6rat szobahdmérsékleten. A

detektalast kemiluminescens filmmel (Amersham) végeztem.

3. 2. Aramaélsi citometrias vizsgéalatok

3. 2. 1. PCR Kérilményei

A PCR reakcidt 50 ul reakcié pufferben végeztem (10 mM Tris —HCL, 50 mM KClI,
0,08 % Nonidet P-40, pH 8,8), amely 200 ng templat DNS-t, 20-20 pmol szensz, ill.
antiszensz primert, 2,5 mM 4dNTP-t, 1,5 mM MgCl,-t és 2,5 U Taq polimerdz enzimet
(Fermentas Life Science) tartalmazott. Templatként a humdn Mixed Lineage Leukemia
(MLL) gén toréspont cluster régidjat (ber) tartalmaz6 pMEP4 plazmidot hasznaltam. Az

altalam haszndlt primereket (Integrated DNA Technologies) a kovetkezd tdblazatban

listdzom:

pleft sense 5" —CTC TGA ATC TCC CGC AATGT -3

pleft-FITC sense 5" — (FITC)- CTC TGA ATC TCC CGC AAT GT -3’
pleft-6FAM | sense 5" — (6FAM)- CTC TGA ATC TCC CGC AAT GT -3’

p3.2 sense 5" — GTG TAT TGC CAA GTC TGT TGT GAG -3’
p3.2-Cy3 sense 5" — (Cy3)-GTG TAT TGC CAA GTC TGT TGT GAG - 3’
p4.2 antisense | 5’ — TCT GCC TCC AAA GTT CAA GCG ATT -3’
p4.2-biotin antisense | 5’ — (biotin)-TCT GCC TCC AAA GTT CAA GCG ATT -3’

Az amlifikaciot a kovetkezd paraméterek szerint végeztem:

1 ciklus 94°C 3 perc
94°C 50 mp

35 ciklus 61/62°C 2 perc
72°C 1,5 perc

1 ciklus 72°C 10 perc
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Az amplifikaciot kovetden kétféle méretli terméket kaptam: egy hosszabb 725 bp-os terméket
(pleft — p4.2) és egy rovidebb 541 bp-os terméket (p3.2 — p4.2)

A keletkezett termékeket QIAquick PCR Purification Kit-tel (Qiagen, Valencia, CA, USA)
tisztitottam, 50 pl steril TE pufferben vettem fel és 1% -os, etidium bromid festett agar6z

gélen ellendriztem 1xTAE pufferben futtatva.

3. 2. 2. PCR termékek hibridizalasa

A O6FAM-, Cy3-jelolt, ill. jeloletlen PCR termékeket Osszekevertem azonos
mennyiségll biotin-jelolt PCR termékkel TE pufferben, amely 1M NaCl-ot tartalmazott. A
mintdkat 95°C-on 5 percig denaturdltam, majd szobahdmérsékleten 2 6rdig reannedltam. Az
ennek sordn kialakult dupla-szali molekuldk konformécidjat DINAMelt programmal (http://

www.bioinfo.rpi.edu/applications/hybrid) jésoltattam meg.

3. 2. 3. Egyszalu DNS régiok hasitasa

Enzimatikus hasitds S; nukledzzal: 100 ng PCR terméket emésztettem 0.00001 — 1 U
S| nukledzzal (Promega Life Science, Madison, USA) 50 ul 1xS; pufferben (50 mM Na-
acetat (pH 4,5), 280 mM NaCl, 4.5 mM ZnSO,) 20°C-on 40 percig, sotétben. A reakciét 125
ul 100 mM-os EDTA-val éllitottam le. A DNS-t precipitaltam 125 pl 0,3 M-os Na-acetét és
750 pl abszolut etanol hozzaaddsdval és -20°C-on tartottam 2 o6rdig. Centrifugdlds utdn
(15000rpm, 10 perc, 4°C) a DNS-t 50 ul PBS-ben (pH 7,4) oldottam fel.

Kémiai hasitas hidroxilamin / piperidin kezeléssel: 2 pl TE-ben feloldott 100 ng PCR
termékhez kiilonbozé mennyiségii 0,5 M-os hidroxilamint adtam, melyet 100 pl végtérfogatra
egészitettem ki PBS-sel (pH 6,0). A 0,5 M-os hidroxilamin torzsoldatot 2 M-os
tetraetilammonium-klorid oldatban preparédltam (pH 6,0; dietilaminnal beéllitva). A reakci6t
125 pl 100 mM-os EDTA-val allitottam le. A DNS-t precipitdlds utan 50 pl steril dH,O-ban
vettem fel és azonos térfogati 1%-os piperidinnel Osszekeverve 90°C-on 30 percig

inkubdltam, sotétben. Végiil a DNS-t precipitdltam és 50 ul PBS-ben vettem fel.

3. 2. 4. Nick-ek létrehozasa és detektalasa PCR termékeken
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2 ug jeloletlen, vagy néhany kisérletben FITC jelolt PCR terméket emészettem 10 U
Xba 1 restrikciés enzimmel (Promega Life Science, Madison, USA) 50 pl D pufferben (6 mM
Tris-HCl, 6 mM MgCl,, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,9). Azonos mennyiségli Xba 1
emésztett (FITC-jelolt vagy jeloletlen) és biotin-jelolt, emésztetlen PCR terméket
osszekevertem olyan TE pufferben, amely 1M NaCl-ot is tartalmazott. A mintdkat 95°C-on 5
percig denaturdltam, majd szobahdmérsékleten 2 6rdig inkubdltam. A keletkezett hibridek 1
pg-jat 10 U E. coli DNS polimerdz I holoenzimmel ( Fermentas Life Science, Maryland,
USA) kezeltem 25 pl 1xpolimeraz pufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM
DTT), amely végkoncentraciéban 40 — 40 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t, valamint 2 pM
dTTP-t és 40 uM fluoreszcein — 12 — dUTP-t tartalmazott, 16°C-on 2 6réig.

3. 2. 5. PCR termékek mikrogydngyoOkre kbtése és aramlasi citometrias
analizise

10000 streptavidindlt polimer mikrogyongyot (Polyscience Inc., Warrington, PA,
USA; atmérd: 6 um) adtam 50 ul DNS oldathoz (PBS-ben oldva) és szobahémérsékleten 40
percig inkubdltam sotétben. A mikrogyongyoket kétszer mostam 500 pl PBS-ben, majd
reszuszpenddltam 500 pl PBS-ben. A fluoreszcens festékekkel jelolt primer-tartalmu PCR
termékeket hordozé mikrogyongyoket Bekton-Dickinson FACSan dramldsi citométeren
(Mountain View, CA, USA) mértem. A fluoreszcens jeleket a muszer 530/30 és 585/42
interferencia sziir6jén keresztiil detektaltam, melyeket FL1, ill. FL2 csatorndnak neveziink.
Az alkalmazott 1ézer teljesitménye 15 mW volt. Az dsszegytijtott adatokat BDIS Cell Quest
3.3 szoftverrel elemeztem. Az atlagos fluoreszcencia intenzitdst legaldbb 3 fiiggetlen mérés
alapjan hatdroztam meg. Az egyes mintdk atlagos fluoreszcencia intenzitdsat kétoldali t-teszt
segitségével hasonlitottam 0Ossze, miutdn F-teszttel ellendriztem, hogy a vizsgédlt mintdk
variancidja kozott nincs szignifikdns eltérés. Az dbrdkon a <0,05 szignifikancia szintet *, a

<0,01 szignifikancia szintet ** és a <0,001 szignifikancia szintet *** jelzi.
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4. Eredmények

Az éltalanosan elfogadott elképzelés szerint normal, életképes sejtekben minden egyes
kromoszomat egyetlen, folytonos, hosszi ds DNS molekula épit fel, a hozzd kapcsolodo
fehérjékkel egyiitt. Ennek ellenére, az izoldlds soran a DNS-en hurok méretli fragmenteket
generdlé duplaszali folytonossaghidnyok jelentkeznek. Hasonlé méretii fragmentéciét
tapasztalhatunk apoptotikus sejtek esetében is. Eredményeim elso felében, egészséges, nem
apoptotikus élesztdsejtek hurok-méretli fragmentdcids jelenségeit, ill. az azok hétterében
valoszinlsithetd egyszali folytonossdghidnyok jelenlétét, szerepét vizsgdlom. A fejezet
masodik felében pedig folytonossdghidnyok és génatrendezOdések detektdlasara alkalmas
gélelektroforetikus, ill. dramldsi citometrids mddszerek fejlesztésére irdnyuld torekvéseim

eredményeit mutatom be.

4. 1. Hurok-méretii fragmentacio vizsgalata éleszté sejtekben

Kisérleteimhez S. cerevisiae sarjad6élesztd és S. pombe hasad6élesztd egy-egy torzsét
hasznaltam. Az dltalam haszndlt torzsekre (S. cerevisae: WDHY 199 és S. pombe: 1972 h-)
altalanosan jellemz6, hogy haploidok, heterotallikusak és csak auxotr6f mutaciokat
hordoznak.

A kisérletek sordn a jelenségkorre vonatkozd kordbbi kovetkeztetések helyességének
ellendrzése is célom volt. Ezért a hurok-méretli fragmentacids jelenségeket — a részletesen
ebbdl a szempontbdl eldszor dltalam vizsgalt élesztd rendszeren - az alapvetd alternativék,
esetleges artefaktumok szempontjabol is Ujravizsgdltam és ujragondoltam. A kisérletek
tervezésénél tehat a Bevezetésben ismeretett kozvetlen elézmények premisszdira minél

kevésbé igyekeztem tdmaszkodni.

4. 1. 1. Eleszt6 sejtek életképességének vizsgélata

Koloénia-képzési teszttel ellendriztem logaritmikus és stacioner novekedési fazisbol
szarmazd élesztd sejtek életképességét. A logaritmikus és stacioner fazist OD alapjan
hatdroztam meg. Mind logaritmikus, mind stacioner fazisbol szarmazo sejtek esetében azt

tapasztaltam, hogy a sejtek kozel 100 %-a egészséges telepet hozott 1étre. Az dltalam detektalt

44



~100 %-os életképesség azt tdmasztja ald, hogy valéban normadl, egészséges és nem

apoptotikus sejtekkel végeztem tovéabbi kisérleteimet.

4. 1. 2. Folytonossaghianyok detektalasa éleszté genomi DNS-ben

enzimatikus és denaturald kezelésekkel

Amikor S. cerevisiae élesztd sejtekbOl, a sejtfal eltdvolitdsa utdn genomi DNS-t
izoldltam, a DNS fragmenticiéjat figyeltem meg. A fragmentumok mérete 50 kb koriil
fokuszalodott (1. dbra, 9. minta). Amennyiben a sejteket alacsony olvaddsponti (LMP)
agardz-blokkokba dgyaztam, €és a blokkokat vetettem alad proteolizisnek, a fenti fragmentacio
nem jott 1étre (1. dbra, 3. minta’). A fragmentumok fékuszdltan 50 kb koriil helyezkedtek el -
a DNS random torése esetén azt varnank, hogy a fragmentumok mérete fokuszélatlan, egy
felso hatartol a kisebb mérettartomanyok felé elkenddott eloszlast mutasson.

A fragment méreteloszlas jellege predilekcids helyek 1étezésére utal. Ilyenek lehetnek
a DNS duplaszalaban eldforduld egyszélu folytonossdghidnyok, melyeknél a szuperhelikdlis
DNS-ben deproteinizédlas kapcsan felszabaduld torzids erdk hatdsara dupla-szdlu torések
alakulhatnak ki. Az ekkor feltételezhetd egyszali DNS torések kimutatdsdra denaturdld és
enzimatikus  kezeléseket alkalmaztam, melyeket gélelektroforetikus moddszerekkel
kombinaltam.

Agar6z blokkokba dgyazott, deproteinizalt S. cerevisiae kromatin S; nukledzzal
torténd emésztése a kromatin fragmentaciéjat idézte eld, munkacsoportunk ezen élesztd egy
masik torzsére korlatozddd kordbbi eredményeivel (68) Osszhangban (1. dbra, 5. minta).
Hasonl6 eredményre jutottam S. pombe élesztOsejtek esetében is. A fragmentumok mérete

ebben az esetben is ~50 kb koriil fokuszalodott (6. dbra, 4. minta). Ez alapjan elmondhatd,

" A kromoszéma méretii DNS-ek FIGE gélen torténé szeparaciéjukkor is latunk halvanyan jel616d6, 50
kb koriil elkenddott DNS-t, mely valésziniileg a mitokondridlis DNS-t tartalmazza (1. dbra 3. minta). Vad tipusu
S. cerevisiae mitokondridlis genom (mtDNS) mérete ~80 kb. Bendich és mts. kimutattdk, hogy a cirkuldris
mtDNS nagy része belép a PFGE gélbe és ott linedris DNS markerhez viszonyitva 50 — 100 kb kozott elkenddott
megjelenést mutat. Az 50 — 100 kb kozotti elkenddés hidnyzott abban az esetben, amikor PEGE-vel rho” petite
mutdnsokat vizsgiltak, melyek nem tartalmaztak mtDNS-t. A vad tipusid sejtekben a cirkuldris mtDNS
eléforduldsa fiigg a sejtkultira novekedési fazisatol: stacioner fazisndl nem vagy csak csokkent mennyiségben
talaltak mitokondridlis gytirtiket. S. pombe mtDNS-e szintén belép a gélbe és ott szintén az 50 — 100 kb régiéban

fut linedris markerekkel 6sszehasonlitva, bar cirkuldris mitokondridlis genom mérete jéval kisebb, 19, 4 kb (42)
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hogy az intakt DNS-ben &tlagosan 50 kb-ként S;-érzékeny helyek taldlhatéak mindkét

élesztofaj esetében.

1234567891011

50 kb

=rDNS (9,1kb)

1. abra: S. cerevisiae agarézba agyazott, ill. izoldlt genomi DNS-ének FIGE analizise. 1. Midrange
marker; 2. A DNS Hind 11l fragmentjei; 3. agar6zba dgyazott genomi DNS, 4. agar6zba dgyazott genomi DNS Sfi
I fragmentjei; 5. S1 nukledz emésztett genomi DNS agaréz blokkban; 6. Sfi I és S1 nukledz emészett genomi
DNS agaréz blokkban; 7. S1 és Sfi I emészett genomi DNS agar6z blokkban; 8. S1 emésztést kovetéen DNS
izolalas agar6z blokkbdl; 9. S1 emésztést kdvetden izoldlt DNS Sfi I emésztése; 10. izolalt genomi DNS; 11.
izolalt genomi DNS Sfi I emésztése. (A futtatdst 5-6s programot hasznédlva, 1%-os agar6zgélben, 1XTAE
pufferben, 5 V/cm-es erdtérben 18 o6rdn keresztiil, hidegszobaban végeztiik. A gélt EBr-dal festettiik (l1asd.
Anyagok és médszerek).)

Az agardzba 4gyazott, deproteinizalt élesztd kromatint daltaldban 500 U/ml S,
nukledzzal emésztettem, amely a kromatin massziv fragmenticiéjat idézte elé mindkét
élesztoben. A ds DNS fragmentek 50 kb koriil fokuszalodtak. Hasonlé fragmentdciot
eredményez azonban az S1 nukledz viszonylag széles koncentrdc6 tartomdnydval torténd
kezelés is. Amennyiben az emésztéshez haszndlt S; nukledz koncentricidjat tizszeresére
(5000 U/ml) emeltem, a fragmentdcié mértéke fokozddott, és a DNS aspecifikusnak tiind
darabolddésa vette kezdetét. Ez valdsziniileg azzal magyardzhatd, hogy az S1 nukledz nagy
koncentracioban a ds DNS-t is képes hasitani (2. dbra). Az S; pufferben végzett inkubalas 24
ora elteltével sem vezetett fragmentdcidhoz, az elektroforetikus kép a kezeletlen DNS-ével

volt azonos.
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2. abra: Agarézba dgyazott WDHY199 DNS FIGE analizise S1 nukledz kezelést kovetéen. A. Az
agar6zba agyazott S. cerevisiae DNS-t kiilonb6z6 koncentraciéji S1 nukledz kezelésnek vetettiik ald. 1. Pulse
marker (50 — 1000 kb); 2. S1 pufferben inkubdlt agaréz blokk; 3-11. 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, ill.
5000 U/ml S1 nukledz kezelés; 12. kezeletlen kontroll. (A futtatdst 1%-os agar6zgélben, 1XTAE pufferben, 4
V/cm-es erétérben, 5-0s programmal 4 6rdn, majd 9-es programmal 13 6ran keresztiil végeztiik hidegszobaban.
A gélt EBr-dal festettiik.) B. Az ssDNS-t preferencidlisan hasitja az S1 nukledz a DNS-ben 1évé masodlagos

struktirdkndl (a) a hosszabb-rovidebb folytonossdghidnyokkal szemben (b).

Annak eldontésére, hogy a genomban folytonossdghidnyok vagy lokalisan denaturdlt
régiok fordulnak-e eld, egy mdsik moddszert, az urea/hd-denaturdlé gélelektroforézist
haszndltam. Ez a technika az urea dupla szdl destabilizal6é hatdsan alapul. A blokkokat 8 M
urea jelenlétében hokezelésnek vetettem ald, amelynek hatdsdra a DNS denaturdlédott. A
hokezelés hatasdra keletkezd ss DNS renaturdcidja urea jelenlétében nem valdsul meg. A
hddenaturalds nélkiil a DNS dupla szald 4llapota ugyanakkor urea jelenlétében is megmarad®.
A futtatast 1 M uredt tartalmazé agardzgélen végeztem. Ez az urea mennyiség elegendd volt a
renaturdcié megakadélyozdasdra, ill. az elsé 1épésben nem denaturdlt mintdk dupla-szaldak
maradtak. A moddszer alkalmas egyszdld folytonossidghidnyok kimutatdsira az életképes
eukaridta sejtekbdl szdrmazé agardzba dgyazott, deproteinizdlt kromatinban (68,98), és
lehetOséget teremtett arra, hogy dupla és egyszdli DNS-t egyazon gélben, egy idOben

vizsgéljam.

¥ Ezt a tényt a Célkitiizések ,,B” részének keretében leirt gélelektroforetikus eljdrds jellemzése sordn tapasztaltak
is megerdsitik.
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Urea/h6-denaturdlast kovetéen az agardzba dgyazott, addig intakt, kromoszémalis
méretli ds molekuldk kisebb, egyszdlu fragmentekre vald szétesését figyeltem meg mindkét
€lesztd esetében (3.A dbra 5. minta és 3.B dbra 8.minta). A hékezelést 80°C-on végeztem Ot
percig vagy negyedordig. A kiilonbozd idotartamui kezelések kozott nem tapasztaltam
kiillonbséget. Mivel a mddszer érzéketlen a DNS-ben el6fordulé masodlagos strukturdkra,
ezért valdsziniisithetd a folytonossdghidnyok jelenléte a genomban. A 160 kb méretii T4 fag
DNS-t alkalmazva egyszali markerként (nem bemutatott adatok) bizonyithatd volt, hogy az
urea-denaturdcié sordn kapott nagy molekulasilyd DNS fragmentek datlagos ss mérete
nagyjabol 100-150 kb kozé esik.

Az S1 nukledz érzékeny teriiletek és az urea/hd-denaturdcidval kimutatott
folytonossdghidnyok egymashoz viszonyitott pozicigjat vizsgaltam a kovetkezo kisérletben:
az S1 nukledzzal kezelt mintat urea/hd-denaturalé gélelektroforézisnek vetettem ald, és az igy
kapott egyszali fragmentumok méretét hasonlitottam Ossze az S1 nukledz kezelést nem kapott
urea’/hd-denaturdlt mintdk méretével. A két minta gélelektroforetikus képe eltérd fragmentum
méretet eredményezett (3.A dbra 4-5. minta; 3.B dbra 7-8. minta). Ez alapjan azt
gondolhattuk, hogy a DNS mindkét szalan el6fordulé egyszala torések a két szalon alternélva,
egymastol tavol helyezkednek el (3.C dbra).

A DNS dupla hélixe, a hokezelés mellett, ligos kezelésekkel is széttekerhetd, és
ilyenkor a parcidlis denaturdci6 lehetdsége joval kisebb (ugyanakkor a DNS maésodlagos
lanctorése alkali-labil helyeken eldfordulhat). Magas pH-n a timin és guanin maradékok
elveszitenek egy protont, igy nem alakulhat ki a H-hid az adenin ill. citozin partnerekkel. Az
alkalikusan denaturdlt mintdk esetében az urea/hd-denaturdlashoz hasonlé mintdzatot
figyeltem meg az S1 nukledz kezelt és kezeletlen mintdk esetében (3.A édbra 6-7. minta).

Felmeriil a kérdés, hogy az S1 nukledz emésztett, majd denaturalt, és az emésztetlen,
denaturalt mintdk kozotti futési kiillonbség valodi méret kiillonbséget jelent-e, vagy az eltérést
a két minta eltérd hosszisagu DNS duplaszélainak kiilonb6z6 denaturacids képessége okozza,
hiszen az S1 nukldz-emésztett minta esetében ~50 kb-os ds fragmentumokat, mig az S1
nukledz kezelést nem kapott minta esetében kromoszémalis méretli (220 — 2200 kb) dsDNS-
nek kell vagy kellene széttekerednie a hddenaturacié sordn. Az eltérés tehat abbdl is fakadhat,
hogy a hosszabb DNS molekula nehezebben tekeredik szét és az altalunk haszndlt urea/hd
kondiciok mellett csupan parcidlis denaturdcié valésult meg az S1 nukledz kezelést nem

kapott mintdk esetében.
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3. abra: S1 nukledz-emésztett és denaturdlt mintdk FIGE analizise. Az agarézba dgyazott S. cerevisiae
(A), ill. S. pombe (B) DNS-t S1 nukledzzal emésztettiik, és/vagy denaturdltuk alkalikusan vagy urea jelenlétében
hével. A. 1. kezeletlen kontroll; 2. S1 pufferben inkubélt blokk 3. S1 nukledzzal emésztett blokk; 4. Sl
nukledzzal emésztett blokk urea/h0-denaturaldsa; 5. urea/hG-denaturalt blokk; 6. alkalikusan denaturalt blokk; 7.
S1 nukledz emésztett blokk alkalikus denaturdldsa; 8. urea-TE pufferben inkubdlt blokk; 9. Pulse marker (220-
2200); 10. 1 kb-os marker; 11. A DNS. B. 1. Midrange marker; 2. kezeletlen kontroll; 3. S1 pufferben inkubalt
blokk; 4. S1 nukledzzal emésztett blokk; 5. S1 nukleazzal emésztett blokk urea-TE pufferben torténd inkubaldst
kovetben; 6. S1 nukledz emésztést kovetden urea-TE pufferben inkubalt blokk; 7. S1 nukledzzal emésztett blokk
urea/hd-denaturdlasa; 8. urea/hd-denaturdlt blokk; 9. urea-TE pufferben inkubalt blokk; 10. urea hidnyaban
hdédenaturalt blokk. (A futtatdst 1%-os urea-agar6zgélben, urea-TAE pufferben, 4 V/cm-es erStérben, 5-0s
programmal 5 6ran at, majd 9-es programmal 12 éran at (A), ill. 5-6s programmal 16 6ran at (B) hidegszobaban
végeztiik. A gélt EBr-dal festettiikk.) C. Modell az egyszalu torések elhelyezkedésére a kromatinban. Az abra
adatai alapjan az egyszali torések a két szdlon felvaltva, egymdstdl tdvolabb helyezkedhetnek el, mely az S1
nukledz emésztett €s emésztetlen denaturdlt mintdk kiilonboz6 fragmentum méretét eredményezheti. A DNS ds

integritdsa megmaradhat a nick-ekkel szemben 1év6 folytonos komplementer sz4lak révén.

49



A teljesen, ill. parcidlisan denaturdlédott DNS fragmentumoktél azt varjuk, hogy
eltéro sebességgel haladjanak a gélben. Ennek eldontésére az agar6zba dgyazott genomi DNS-
t ritkdn hasité restrikciés enzimmel (Sfi I) emésztettem, majd ezt kdvetden hasonlitottam
0ssze az S1 kezelt és nem kezelt mintdkat urea/h6-denaturdldsukat kovetden. A 4. dbrdn
lathatd, hogy ebben az esetben az S1 nukledz emésztett €s nem emésztett mintdk hasonld ss
migriciés mintdzatot mutattak urea-agaréz gélen. Ez az eredmény arra utal, hogy a S1
nukledz 4ltal kimutatott szenzitiv teriiletek €s az urea/hd-denaturdcidval detektdlt ss

folytonossaghianyok a DNS két szdlan mégis egymas kozelében helyezkedhetnek el.

A 123456 B

denaturalas

A
Y

..........

..........

A
Y
y

Y.
A
) 4

-rDNS (9,1 kb)
S1 + denaturalas
il » ¢ -plazmid

kdzel azonos ss fragmentum méret

4. abra: WDHY 199 blokkok FIGE analizise. A. Az élesztd DNS-t tartalmazé agar6z blokkokat ritkan
hasité restrikcids endonukledz kezelésnek vetettiik ald, majd S1 nukledz kezelést, ill. urea/hd-denaturdciét
végeztiink. 1. Midrange marker; 2. Sfi I emésztett blokk; 3. Sfi I emésztett blokk S1 emésztése; 4. Sfi I emésztett
blokk S1 emésztése és urea/hd-denaturdlasa; 5. Sfi I emésztett blokk urea/hé-denaturéldsa; 6. emésztetlen blokk.
(A futtatdst 5-0s programmal, 1%-os urea-agar6zgélben, urea-TAE pufferben, 3 V/cm-es erdtérben,
hidegszobdban végeztiik 16 6ran at. A gélt EBr-dal festettiik.) B. Modell, az egyszalud torések elhelyezkedésére a
kromatinban. Az egyszalu torések a kromatinban egymas kozelében helyezkedhetnek el a két szdlon, mely az S1

nukledz emésztett és emésztetlen denaturalt mintdk hasonldé fragmentum méretét eredményezheti.

Elképzelhetd, hogy a kapott eredmények az éleszto sejtek feltdrdsa, deproteinizacidja,
DNS denaturécidja, illetve a gélelektroforézise soran fellépd mechanikai vagy enzimatikus
karosité dgensek hatdsdnak tulajdonithatok. A mechanikai nyiréerdk szerepét a sejtek
agar6zba 4gyazdsival — a felolvasztds pillanatdig - jelentds mértékben csokkentettem. A

DNS-t kérosité enzimek két potencidlis helyr0l szdrmazhatnak. Egyrészt, lehetnek a kisérlet
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soran kiviilrél szennyezddésként bekeriilt nukledzok; ezt a lehetdséget molekuldris biologiai
minOségli anyagok haszndlatdval feltehetden kikiiszoboltem. Mésrészt lehetnek endogén
nukledzok, amelyek szerepe szintén nem kizdrhat6. Az élesztOsejtek feltarasat és
deproteinizacidjat végig EDTA mellett végeztem. Az daltalam alkalmazott jelentOs
mennyiségl keldtor jelenlétében az endonukledzok szerepe szintén eléggé valdsziniitlennek

tinik.

A mechanikai hatdsok szerepének ellendrzéséhez a hddenaturalast urea jelenléte nélkiil
elvégeztem (3.B dbra 10. minta). A hokezelést kovetéen azonban nem tapasztaltam a DNS
fragmentdcidjat, azaz a hokezelés, ill. az azt kovetd pipettazas (széles szdju pipettahegyet
haszndlva) Oonmagdban nem okozza a DNS mechanikai torését. Rdaaddsul, az alkalikus
denaturécid, mely nem igényli az agar6z blokkok felolvasztasat, hasonlé mintdzatot mutatott,

mint az urea/hd-denaturacio.

Munkdm sordn megvizsgaltam az urea szerepét is a DNS fragmentacio jelenségében.
Azt tapasztaltam, hogy az urea kezelés nem okozott sem egyszald, sem dupla szalu torést a
genomi DNS-ben, hiszen nem detektaltunk DNS fragmentéci6t urea-tartalmui pufferben valé
hosszabb inkubdlds sordn sem, és nem fokozddott a fragmentacié mértéke abban az esetben
sem, amikor az S1 nukledz kezelést megel6zden, a mintdkat urea-pufferben inkubdltam (3.B

abra 5-6. minta).

4. 1. 3. Hurok-méretii fragmentacio névekedeési fazis- és sejtciklus-fliggése

S. cerevisiae é€lesztd sejtek viszonylag konnyen szinkronizdlhatéak a sejtciklus

kiillonboz6 pontjaiban, lehetdséget nydjtva arra, hogy megvizsgaljam a hurok-méretii
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5. abra: Kiilonboz6 sejtciklus fazisban szinkronizalt WDHY 199 blokkok FIGE analizise. A. Az élesztd
sejteket az Anyagok és Mddszerekben leirt médon kiilonb6z6 fazisokban szinkronizaltuk, majd a sejteket agar6z
blokkokba dgyazva feltartuk, deproteinizaltuk, végiil a mintakat S1 nukledz kezelésnek vetettiik ala. 1. Pulse
marker (50-1000 kb); 2. logaritmikus kultirabél készitett blokk; 3. logaritmikus kultirabdl készitett blokk S1
nukledz emésztése; 4. S-fazisu blokk; 5. S-fazisu blokk S1 nukleaz emésztése; 6. G1-fazisu blokk; 7. G1-fazisa
blokk S1 nukledz emésztése; 8. G2/M-fazisa blokk; 9. G2/M-fazisa blokk S1 nukledaz emésztése; 10. stacioner
fazisd blokk; 11. stacioner fazisi blokk S1 nukledz emésztése; 12. A DNS. B. Kiilonb6z6 sejtciklus fazisban
szinkronizalt blokkok urea/hé-denaturdldsa. 1. A DNS; 2. logaritmikus kultirabdl készitett blokk; 3. logaritmikus
kultdrabdl készitett blokk urea/hé-denaturdldsa; 4. S-fazisa blokk; 5. S-fazisu blokk urea/h6-denaturdlasa; 6.
G1-fazisu blokk; 7. G1-fazisu blokk urea/h6-denaturaldsa; 8. G2/M-fazisa blokk; 9. G2/M-fazisa blokk urea/hd-
denaturalasa; 10. stacioner fazisi blokk; 11. stacioner fazisi blokk urea/hd-denaturdlasa. (A futtatdst 5-0s
programmal, 1%-os agar6zgélben, 1XTAE pufferben (A), ill. 1%-os urea-agarézgélben, urea-TAE pufferben (B),

5 V/cm-es erdtérben, hidegszobdban végeztiik 16 6ran at. A gélt EBr-dal festettiik a futtatdst kovetden.)
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fragmentacid sejtciklus-fiiggését. Munkdm sordn a logaritmikus fazisd sejteket G1-, S-, ill.
G2/M-fazisban szinkronizdltam. A szinkronizdlds eredményét dramldsi citométeren
ellendriztem. A kiilonbozd sejtciklus fazisu sejteket, szinkronizdlatlan logaritmikus sejteket,
valamint stacioner kultirdbdl szarmazé DNS-t tartalmazé agardz blokkokat emésztettem S1
nukledzzal. A kezelések eredménye minden esetben egységesen 50 kb koriil fokuszalédod
fragmentaci6é volt (5.A 4bra). Hasonléan egységes képet kaptam az urea/hd-denaturdldsnak
alavetett mintdk gélelektroforézise soran is (5.B dbra). A hurok-méretii fragmentdcidban tehét
nem tapasztaltam sejtciklus fiiggést, ami arra utal, hogy valamilyen, a sejtcikluson ativeld
strukturdlis jelenségrdl van sz6. (Egyediil a stacioner kultira esetében figyeltem meg
valtozast: a fragmentdcié komplettebbnek tlint mind az S1, mind az urea/hd-kezelés utdn.
Ennek okait még nem vizsgdltam, mert a S. pombe esetén a stacioner kultirak nem mutattak
eltérést a logaritmikus fézis sejtjeihez képest.)

S. pombe esetében szintén nem tapasztaltam kiilonbséget a logaritmikus és stacioner

fazisu sejtek hurok-méretli fragmentédcidjdban (6. dbra).

123 45

50 kb »

6. abra: Logaritmikus és stacioner fazisa S. pombe sejtek blokkok FIGE analizise. 1. Pulse marker (50-
1000 kb); 2. logaritmikus kultirdbdl készitett blokk; 3. logaritmikus kultirdbdl készitett blokk S1 nukledz

emésztése; 4. stacioner kultirabol készitett blokk; 5. stacioner kultirabdl készitett blokk S1 nukledz emésztése;

Munkam tovébbi részéhez logaritmikus fazisban 1€v0 sejteket hasznaltam.
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4. 1. 4. Hurok-méretii fragmentacio szuperhelicitas fliggése

Hurkonként 4tlagosan egy folytonossaghidny létrejohet aspecifikus moédon, pl.
nukledzok hatdsdra ugy is, ha feltételezziik, hogy ezek hatdsa szuperhelicitas-fiiggd. A
kontamindlé vagy endogén nukledzok hathatnak barhol a hurkon beliil, vagy a negativ
szuperhelikdlis stressz kovetkeztében a BUR-oknal (base unpaired region) egyszaliva valt
DNS-en, feltehetden a hurkok alapjanal. Kromatin hurkonként az els6 nick 1étrejotte - a BUR-
oknal vagy bdrhol - megsziinteti a szuperhelicitast és ezaltal a stressz-indukédlta DNS
denaturiciot és igy egy masodik egyszdla torés kialakuldsdnak a valdszinliségét. Ebben az
esetben a sejtek feltardsat megel6zden a kromatin hurkokba szervezddott DNS szuperhelikalis
allapotanak kisérletes véltoztatdsdval az S1 nukledzzal vagy urea/hé-denaturdcidval
kimutathat6, a feltaraskor keletkez6 nick-ek szama és elhelyezkedése is valtoztathat6 lenne.
Relaxdlt allapotban példdul a szuperhelikdlis deformacié hidnya miatt nem lenne varhat6 az
egyszali torések megjelenése a DNS-ben, aminek a fragmentumméretben is tiikr6zOdnie
kellene. Ezen gondolatmenet mentén WDHY 199 sejtek agardzba &4gyazasat kovetden
eltdvolitottam a sejtfalat, majd a szferoplasztokat tartalmazd blokkokat kiillonbozo
koncentracioju EBr-dal kiegészitett izotonids oldatban inkubaltam 20 percig, sotétben. Az
interkaldl6édé EBr novekvé koncentracidjandl a negativ szuperhelikdlis allapoti DNS el6szor
kitekerddik, majd tdltekert allapotba keriil (99). Fluoreszcens mikroszkdppal ellendriztem,
hogy mar néhéany perc is elegendd az EBr szamdra, hogy az a szferoplasztokba bejusson. A
mintdkat ezt kovetden végig sotétben kezelve lizaltam és deproteinizaltam ugy, hogy az EBr
sor mind a feltardsndl, mind a tovabbi kezelésnél vagy végig jelen volt, vagy pedig tovabbi
EBr hozzdaddsa nélkiil végeztem a kezeléseket. Az agar6z blokkokat ezutin S1 nukledz
kezelésnek vetettem ala (7.A 4bra), ill. urea/h6-denaturaldssal (7.B abra) hasonlitottam Ossze a
mintdkat. Az urea/hd-denaturdldst ebben az esetben 95°C-on végeztem, a kordbban
alkalmazott 80°C helyett, mivel kisérleteim alapjan az EBr interkaldloddsa az alkalmazott
legnagyobb koncentraciondl (100 pg/ml) a pékéleszté DNS Tm homérsékletét mintegy 15°C-
kal megemelte. Az Osszehasonlitds eredménye, hogy a kiilonb6z6 EBr koncentraciok
jelenléte, azaz a DNS kiilonboz6 szuperhelikdlis dllapota a sejtek feltardsanak pillanatdban,
nem befolydsolta a hurok-méretli fragmentumok kialakuldsidt. Ez a megfigyelés abba a

modellbe illeszkedik, mely szerint a nick-ek mar a feltaras el6tt jelen lehettek a DNS-ben.
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7. abra: S. cerevisiae kromatin hurkainak szuperhelicitds valtoztatdsa interkaldl6dé festék hatdsara. A.
A kromatinhurkok szuperhelikdlis, ill. relaxalt allapota. A sejtek agar6zba dgyazasat, majd szferoplasztaldsat
kovetden a szferoplasztokat novekvd koncentricidju EBr-dal kezeltem, majd a feltirdsukat kovetden Sl
nukledzzal emésztettem (B), ill. urea/hd-denaturdltam 80°C-on (C), ill. 95°C-on (D). B. 1. kezeletlen kontroll; 2-
10. 0; 0,5, 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100 pg/ml EBr és S1 nukleaz kezelése; 11. Pulse marker (50-1000 kb), 12. 1 kb-
os marker. C. 1. Pulse marker (50-1000 kb); 2-10. 0; 0,5, 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100 pg/ml EBr és urea/hé-
denaturaldsa 80°C-on; 11. kezeletlen kontroll; 12. 1 kb-os marker. D. 1. kezeletlen kontroll; 2-10. 0; 0,5, 1; 2,5;
5; 10; 25; 50; 100 pg/ml EBr és urea/hd-denaturdlasa 95°C-on; 11. Pulse marker (50-1000 kb); 12. kezeletlen
kontroll; 13. 1 kb-os marker. (A futtatast 1%-os agarézgélben, 1x TAE-ban (B), ill. urea-agar6zgélben, urea-
TAE pufferben (C, D), 4 V/cm-es er6térben, hidegszobdban végeztem 5-0s programmal 5 6rdn, majd 9-es

programmal 16 6ran at. A gélt EBr-dal festettem a futtatast kovetden.)
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4. 1. 5. Egyedi kromoszomak S1 kezelése és urea/hé-denaturacidja

Az é€lesztd kromoszomdk CHEF technikdval elkiilonithetfk egymastdl, lehetdséget

teremtve a hurok-méretli fragmentacié kromoszémankénti vizsgéilatdra.

A kezeletlen - S1 kezelt

B L

50kb Y ¥ <50kb

XIl. kromoszoma

kezeletlen S1 denaturalt
B M aaadr P ATONEMIaN

50kb} |'I

8. abra: Elesztd kromoszémak fragmentdciGs vizsgdlata. A. Az agarézba agyazott S. cerevisiae
kromoszémdkat CHEF segitségével szepardltuk egymdst6l, majd a méret szerint elvalasztott kromoszémakat
tartalmazé agar6z darabot egyben kivagtuk, majd egy masodik dimenzidban kezelés nélkiil (kezeletlen), ill. S1
nukledz kezelést kovetden (S1 kezelt) djabb gélelektroforézisnek (FIGE) vetettik ald. A nyilak az els6
dimenziéban torténd futtatds irdnyat mutatjak. A nyilhegyek jelzik az 50 kb-os fragmentumok helyét. M: Pulse
marker (50 — 1000 kb). B. Az elsé dimenzidban elvdlasztjuk egymdstol S. pombe hdrom kromoszéméjat CHEF
segitségével, majd egy mdsodik dimenziéban vizsgdljuk az S1 nukledz kezelés és urea/hd-denaturdlds
eredményeként kapott, kiillonboz6 kromoszomdakbdl szdrmazd fragmentumok méretmegoszldsit. Az urea/hd-
denaturdlt kromoszémédk (denaturalt) esetében a szepardlt kromoszémakat kiilon-kiilon vagtuk ki és
denaturdltuk, szemben a kezeletlen és S1 kezelt mintdkkal, melyeket egyiitt vigtunk ki és kezeltiink Sl

nukledzzal. A nyilak az elsé dimenzidban torténd futtatds irdnyat mutatjak. M: Pulse marker (50 — 1000 kb).
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Agar6ézgélben elvdlasztottam az egyes kromoszomdkat egymdstél és eredeti
kornyezetiiktl, majd a szeparalt kromoszémaékat tartalmazé agar6z darabot egyben kivigtam és
S1 nukledz kezelésnek vetettem ald. Ezt kovetden egy maésodik dimenzidban tjabb
gélelektroforézist végeztem FIGE segitségével. Az 1igy Kkivitelezett 2D-gélelektroforézis
mindegyik kromoszéma nagyjabdl 50 kb koriil fokuszal6dé DNS fragmentécigjat eredményezte
mindkét élesztd esetében (8. abra). A S. pombe harom kromoszémdajat kiilon-kiilon ho-
denaturdltam urea jelelétében, ami, az S1 nukledz kezeléshez hasonléan, a kromoszomak
egyontetli, hurok-méretli fragmentumok megjelenését eredményezte. Ez a tény a kromoszémdk
kozotti, ill. a két élesztéfaj kozotti genetikai és epigenetikai kiilonbségek ismeretében ezen
tényezoket kizarja a fragmentacio 1étrejottét meghatarozo f6 faktorok korébdl.

Mivel a kromoszémdk nagyjabol egységesen vislekedtek, a tovdbbiakban egy-egy
kromoszoman tett megfigyelésekt6l azt véarhattam, hogy azok alapjan a teljes genomra

érvényes megallapitasokat tehetek.

4. 1. 6. Téréspontok vizsgalata S. cerevisiae |. kromoszomajan

A globadlisan észlelt hurok-méretli fragmentacios jelenség vizsgalatat két DNS régiora
szlikitettem. Az egyik teriilet a S. cerevisiae 1. kromoszémadja, mely a mindossze 230 kb-os
hosszdval a pékélesztd legkisebb kromoszémadja, a masik pedig a pékélesztd riboszomadlis
klaszter régidja volt.

Mint kordbban lattuk, az élesztd genom dtlagosan 50 kb-ként folytonossdghidnyokat
tartalmaz, mely jelenség az egyes kromoszémakra kiilon-kiilon is jellemz6. Indokolt azonban
megjegyezni, hogy a haszndlt FIGE program ebben a mérettartomédnyban jelentdsen fokuszal.
Igy az 50 kb-os fragmenticié kifejezés alatt a FIGE gélelektroforézissel 50 kb koriil
fokuszal6do fragmentumok halmazat értem, ami valdjaban egy hozzavetdlegesen 30-200 kb-
os fragmentumokat feloleld intervallumot fed le, amint ezt a mintegy 400 kb-ig feloldast
biztosit6 CHEF program hasznélatdval megallapithattam (9.A édbra 4. minta és 9.C abra).

Az agar6zba &dgyazott €lesztd kromatint Sfi I restrikcids enzimmel, valamint S1
nukledzzal emésztettem, majd CHEF segitségével a keletkezett fragmentumokat

elvadlasztottam egymastol. A futtatdst kovetéen a gélt nylon membranra blottoltuk &t és
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Southern szondéval hibridizaltuk’. Az Sfi I az I. kromoszémat 4 helyen hasitja, 5 kiilonboz6

hosszisagu fragmentumot eredményezve.

B 12 3 4 5 6 7 8 C

AM112345678M2M1M3

-200 kb -
- 180 kb -
=100 kb -
- B0kb-
J 114 kb e 116 kb R
® _ARs
g e i o . 4 Notl H .szonda
v l A - nick
\)\ | 0 X @ @ O Ok
A \4] \a A\A 1
a b c b a
sfil Sfil sfil  Sfil
“15kb 60 kb " 37kb | 19Kb 98 kb "

9. abra: S. cerevisiae 1. kromoszémdjanak Southern blot vizsgdlata. Az agar6zba dgyazott WDHY 199
DNS-t ritkan hasité restrikciés endonukleazokkal (Sfi I, Not 1), ill. S1 nukledzzal torténd emésztésiiket kovetden
az 1. kromoszomadra specifikus szondaval vizsgaljuk Southern blot sordan. A szonda elhelyezkedése a D. dbrdn
lathat6. Az A képen a CHEF-futtatast kovetden EBr-festett agaréz gél lathat6, a B kép pedig a Southern blot
eredményét mutatja. 1. Sfi I emésztett blokk; 2. Sfi I emésztett blokk S1 nukledz emésztése; 3. S1 nukledz
emésztett blokk Sfi I emésztése; 4. S1 nukledz emésztett blokk; 5. Not I emésztett blokk; 6. Not I emésztett blokk
S1 nukledz emésztése; 7. S1 nukledz emésztett blokk Not I emésztése; 8. emésztetlen blokk; M1. Midrange
marker; M2. A DNS és A DNS Hind I1I fragmentjeinek keveréke; M3. Pulse marker (50 — 1000 kb). Kék nyilak:
megjelent fragmentumok. C. Az S1 nukledz-emésztett DNS (A dbra 4. minta) eloszlasi hisztogtamja. D. S.
cerevisiae 1. kromoszomdjanak szerkezete. A fragmentumok hossza alapjan szamitott nick-ek és az ARS-ok
kolokalizacidjat bekarikdzas jeloli az dbran. (A Southern szonda elhelyezkedése miatt a DNS fragmentumokat

kijelold nick-ek helye nem minden esetben egyértelmii— a lehetséges elrendezéseket a,b, c, d, ef, g jelzik.)

? Ezekben a kisérletekben a (pre)hibridizdciés-mosésos-autoradiografids 1épéseket kollaboraciés partneriink, dr.
Koékai Endre végezte (Orvosi Vegytani Intézet).
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A hibridizéldshoz haszndlt Southern szondét a 60 kb-os Sfi I fragmentumra terveztem
(9.D. dbra). Ezen a szakaszon beliil dtlagosan egy nick eloforduldsa volt varhaté, mely S1
nukledz emésztéssel ds toréssé alakithat6. A nick-ek eléforduldsdban valamilyen szabdlyossag
latszik tiikrozédni (9. dbra), hiszen a 60 kb alatti tartomanyban jol lathaté savozodés volt
észlelhetd. A mintdk Not 1 restrikciés enzim ¢és S1 nukledz kezelése is a nick-ek
csoportosuldsat mutatta. A restrikcidés endonukledzok miikodése sordn azonban eldfordulhat,
hogy azok a specifikus ds hasitdson feliil, ss bemetszéseket is ejtenek a dsDNS-ben (Dr. Kiss
Antal, SzBK, szébeli kozlés). Az ilyen ss bemetszések hagyoméanyos gélelektroforézissel
rejtve maradnak, S1 nukledz kezelést kovetden azonban lathatéva vdlnak. Ezért fontos
megjegyezni, hogy a hibridizaci6 hasonlé mintdzatott mutatott, amikor a restrikcids
endonukledz és az S1 nukledz emésztés sorrendjét felcseréltem (9. dbra 2-3., ill. 6-7. minta).
Ebben az esetben ugyanis, mivel az megeldzi a restrikciés emésztést, az S1 nukledz nem
képes kimutatni a restrikcids enzimek &ltal okozott ss bemetszéseket. Megdllapithat6 volt,
hogy az Sfi I és a Not 1 nem, vagy csak csekély mennyiségli aspecifikus ss bemetszéseket
hozott 1étre a dsDNS-ben.

A fragmentumok mérete alapjan kovetkeztethetiink a nick-ek helyzetére az 1.
kromoszéman beliil. Ahogy a 9.D. dbran lathatd, a nick-ek elhelyezkedése atfedést mutat az
ARS szekvencidkkal. Ez arra utalhat, hogy a nick-eknek a replikdcioval kapcsolatos

funkcionélis jelentdségiik lehet.

4. 1. 7. S. cerevisiae rDNS fragmentacidjanak vizsgalata

Mint fentebb lattuk, az €lesztd genomi DNS kiilonbozé koriilmények kozott kapott
fragmentumainak mérete atlagosan 20 — 200 kb kozé esik. Ez aldl nem jelent kivételt a S.
cerevisiae riboszomalis DNS (rDNS) klaszter régidja sem, mely meglep0, hiszen a 100 — 200
tandem elrendezésli, azonos szekvencidju, egyenként 9,1 kb-os egységekbdl felépiild régiod
sajatossdgai miatt feltételezhetnénk az 0Ossz-DNS-t6l eltérd fragmenticiés mintdzat
megjelenését. Southern blottos vizsgalatok sordn azonban azt lattam, hogy a mintegy 1,5 Mb-
nylt rDNS az 0ssz-DNS-sel azonos mdédon viselkedik S1 nukledz kezelés és urea/ho-
denaturdlds hatdsdra egyarant, azaz mintegy 20 — 200 kb-ként fragmentédlédik (10. dbra 8-12.
minta, 12. abra 3. minta). (Az rDNS klasztert hordoz6é XII. kromoszéma az altalam hasznalt

WDHY 199 t6rzs mésodik legnagyobb kromoszémadja (8.A édbra).)
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A 123 456 67 8 9101112131415 B 1723 46 67 8 9101112131415

v

—ds 9.1 kh—

~ s
55 9.1 Hl\

K S 1

D 123 4656 67 8 9101112131416

W -

10. abra: S. cerevisiae TDNS-ének vizsgilata Southern blottal. A. EBr-festett agaréz gél 1. Sfi 1
emésztett WDHY 199 blokk; 2. Sfi I és S1 nukledz emésztett WDHY 199 blokk; 3. Sfi I emésztett WDHY 199
blokk urea/h6-denaturalasa; 4. Sma I emésztett WDHY 199 blokk; 5. Sma I és S1 nukledz emésztett WDHY 199
blokk; 6. Sma I emésztett WDHY 199 blokk urea/hd-denaturalasa; 7. kezeletlen kontroll; 8. S1 nukleaz emésztett
WDHY 199 blokk; 9. 8M urea-TE-ben inkubdlt WDHY 199 blokk; 10. urea/hé-denaturdlt WDHY 199 blokk; 11.
S1 emésztett WDHY 199 blokk urea/hd-denaturdldsa; 12. S1 emésztett WDHY 199 blokk 8M urea-TE-ben
inkubdlasa; B. Southern blot ds rDNS szondéval; C. Southern blot szensz szal specifikus ss rDNS szondéval; D.

Southern blot antiszensz sz4l specifikus ss rDNS szondaval.

Az 20-200 kb-kénti DNS fragmentacid az rDNS esetében minden 2-20. rDNS
egységen beliil (atlagosan: 11 egységenként) torténd fragmentdcios eseményt jelent. Munkdm
tovéabbi részében arra voltam kivancsi, hogy ezen fragmentacids események egy kopidn beliil

egy adott szekvencidhoz/szakaszhoz kothetdk-e, vagy pedig random elrendezddést mutatnak.
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Az agardzba agyazott pékéleszté genomi DNS-t olyan kiilonb6zd, altaldban ritkdn
hasitd, restrikcios enzimekkel emésztettem, amely egy rDNS kopidn beliil csupan egyszer
hasit, a genom tobbi részét viszont nagymolekula-silyi fragmentumokra hasitja, mely
fragmentumok konvenciondlis gélelektroforézis sordn a kompresszids zéndba tomoriilnek. A
hasitds eredményeként az rDNS régié6 egységeire bonthatd. Ezen egységek agardz
gélelektroforézis sordn egy 9,1 kb-os, a genomi DNS tobbi részétdl jol elkiiloniilé savba
csoportosulnak. A toréspontok detektdlasdhoz Southern blot analizist végeztiink, melyhez **P-

vel jelolt szondét terveztem a 11. dbran lathaté médon.

P 450 kb L rDNS 610 kb o
XIl. k.
9,1 kb | 9,1 kb
I 1 1
Pwull Pwull Sfil Pvull Smal  Pwull Pvull Sfil Pvull Smal
v Vot VY Y O P
258 58S 18S 58 258 KRS 18S 58S
< > < >
— - nem-4tiréd6 szekvencia (NTS) 0 -ARS
== - mRNS-rél nem-transzlal6dé B - Southern szonda
kils6 szekvencia (ETS)
} _ T oRY4 . .
== - mRNS-rél nem-transzlaléd6 rephkamgs Y!"_a,bamer (RFB)
belsd szekvencia (ITS) < -transzkripcié iranya
- exon

11. abra: S. cerevisiae IDNS-ének szerkezete.

Ahhoz, hogy a képidn beliili egyszala folytonossaghidnyokat detektdlhatéva tegyem, a
genomi DNS-t tartalmazd, restrikcidés enzimmel emésztett agardéz blokkokat tovabbi S1
nukledz kezelésnek vetettem ald. A kezelés hatdsara az egyszalu folytonossdghianyok dupla-
szélu toréssé alakithatok, az igy keletkezett, az rDNS egységhez képest kisebb fragmentumok
az agar6éz gélen gyorsabban migrdlnak és Southern szonda segitségével egyértelmiien

azonosithatéak. Random megoszlas esetében a mintdk elkenddését varnam, hiszen ebben az
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esetben a torések barhol el6fordulhatnak az rDNS egység mentén, amely valtozatos
fragmentméretet eredményezne; mig abban az esetben, ha a folytonossdghidnyok egy adott
szakaszhoz kothetdk, Southern hibridizaciét kovetden diszkrét csikok megjelenését varndm a
9,1 kb alatti tartomanyban. A 12. dbrdn lathatd, hogy az S1 nukledz emésztést kdvetden
diszkrét sdvok jelentek meg ebben a tartomanyban, mely a nick-ek szabédlyos helyeken torténd

eléforduldsat tdmasztja alad (2. minta).

A 1 2 3 4 5 B 1 2 3 4 5 C 3. minta
- -
s
1. 5\‘
!
K ;
: J
! —01kb— 7/
= f
plazmid — -e - {
po v
- -

12. abra: S. cerevisiae tTDNS-ének Southern blot vizsgdlata. A. Az EBr-festett WDHY 199 DNS
CHEF-fel torténd felolddsa az rDNS egységen beliil egyszer hasit6 restrikciés endonukledz, ill. S1 nukledz
emésztést kovetden. B. rDNS-re specifikus szonddval végzett Southern blot eredménye. 1. Sfi I emésztett blokk;
2. Sfi I emésztett blokk S1 nukledz emésztése; 3. S1 nukledz emésztett agar6z blokk; 4. A DNS és A DNS Hind
III fragmenteinek keveréke; 5. Midrange maker. Kék nyilak: megjelend fragmentumok. C. Southern szondaval

kimutatott S1nukledz-emésztett rDNS klaszter (B dbra 3. minta) eloszldsi hisztogramja.

Problémat jelentett azonban, hogy nem tudom megéllapitani, hogy a kimutatni kivént
folytonossdghiany az rDNS melyik szdldn helyezkedik el. A probléma megolddsara az urea-
agardz gélelektroforézis kindlt megoldast, amely sordn a denaturdlt rDNS szélak gyorsabban
futnak a gélen, mint a ds DNS. Ez meglepd, hiszen a nagymolekula-silyd DNS esetében épp
az ellenkez6jét ldttam, azaz ott a ds DNS mutatott nagyobb migrécids sebességet. Ugyanakkor

a két (teljesen azonos hosszdsagi) komplementer szdl egymdshoz viszonyitott migracios
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sebessége is eltérd volt. (A moddszer leirdsat és részletesebb vizsgdlatit a 4. 2.1. fejezet
tartalmazza.)

Az rDNS két szalat szepardltan futtatva, majd a mintdkat nylon membrdnra blottolva,
egyszél-specifikus Southern szonddt haszndlva a szepardlt két szdlon kiilon-kiilon
térképezhetd a folytonossaghidnyok elhelyezkedése. A 13. dbra 3. mintdjan l4thatd, hogy a
denaturdlodds kovetkeztében manifesztdlodé nick-ek szintén a keletkezd fragmentumok
diszkrét sdvokba torténd tomoriilését okoztak, mely a nick-ek adott szakaszokon torténd

eléforduldsat timasztjak ald, a random elhelyezkedés lehetdségével szemben.

A 12345678 910111213 Bi12345678091711213 C12346678 910111213
- PO

T - .
- e
" - -

Ses91kh
7/ N

13. abra: Szinkronizdlt WDHY 199 sejtek rDNS-ének Southern blot vizsgdlata. Logaritmikus
novekedési fazisu, ill. G1, G2/M sejtciklus fazisi sejtek rDNS-ét Sma 1 restrikciés endonukledzzal egységeire
hasitottuk, majd S1 nukledz, ill. urea/hd-denaturdlds kovetkeztében megfigyelhetd fragmenticidjat vizsgéltuk
Southern blot segitségével egyszal-specifikus szondat alkalmazva. A. Ebr-festett agaréz gél. 1. Sma 1 emésztett
blokk logaritmikus sejtekbdl; 2. Sma I és S1 nukledz emésztett blokk logaritmikus sejtekbdl; 3. logaritmikus
sejtekbdl késziilt Sma I emésztett blokk urea/hd-denaturdldsa; 4. logaritmikus sejtekbdl késziilt Sma I és S1
nukledz emésztett blokk urea/hd-denaturdldsa; S. Sma I emésztett blokk G1 fazisu sejtekbdl; 6. Sma I és Sl
nukledz emésztett blokk G1 fazisu sejtekbdl; 7. G1 fazisu sejtekbdl késziilt Sma I emésztett sejtek blokk urea/hd-
denaturaldsa; 8. G1 fazisu sejtekbdl késziilt Sma I és S1 nukledz emésztett blokk urea/hé-denaturéldsa; 9. Sma I
emésztett blokk G2 fazisu sejtekbdl; 10. Sma I és S1 nukleaz emésztett blokk G2 fazisu sejtekbdl; 11. G2 fazisu
sejtekbdl késziilt Sma 1 emésztett blokk urea/hd-denaturdldsa; 12. G2 fazisu sejtekbodl késziilt Sma 1 és S1
nukledz emésztett blokk urea/hd-denaturdldsa; 13. 1 kb-os marker.. B. Southern blot szensz szal-specifikus, ss
rDNS szondéval. C. Southern blot antiszensz szél-specifikus, ss rDNS szondéval. (A futtatast 1,2 %-os urea-
agar6zgélben, urea-TAE pufferben, 2 V/cm-es erdtérben, hidegszobaban végeztiik 13 6ran at. A gélt EBr-dal

festettiik a futtatast kovetden.)

Az rDNS Southern hibridizdciés vizsgdlatit G1 és G2/M sejtciklus fazisban
szinkronizdlt sejtekbdl kiindulva is elvégeztem. Ahogy a 13. 4dbran lathatd, a két fazisbol

szdrmazd rDNS-ek eltérd hibridizaciés mintdzatot mutattak. A G2 sejtek esetében erdsebb
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fragmentdciot tapasztaltam, mint a Gl sejtek esetében. A logaritmikus sejtek esetében
tapasztalt fragmentdcids mintdzat valoszinlileg a G2 fazisu sejtekbdl szarmaztathatd, mivel a
két mintazat gyakorlatilag azonosnak tekintheto.

A 14. dbra demonstrdlja az altalam detektdlt egyszél-torések rDNS képidn beliili
lokalizaciojat. A bekarikdzott nick, ami a replikdciés villa barrier (RFB) kozelében
helyezkedik el, az élesztd rDNS mindkét szdldn eloforduld egyszali folytonossdghidany helye
lehet, mely az rDNS gén klaszter hurok-méreti fragmentécigjat jeloli ki. A 25S teriiletére esd
tovabbi harom nick azonban, PCR termékeken végzett kontroll kisérletek alapjan (itt nem
mutatott adatok), valdsziniileg a Sma 1 restrikciés endonukledz emésztés kovetkezménye,
mely miikodése sordn a ds DNS-ben nem manifesztdlodd, szekvencia-fiiggd egyszéld
bemetszéseket hozott létre, nem vart moédon, mely S1 nukledz kezelést kovetden, ill.

denatural6 koriilmények kozott detektalhatova valt.

9,1 kb
Sfil Sfi |
} A A—
_—'— B |
18 S 5 25S 58S 18S

— - nem-atirédo6 szekvencia (NTS) -ARS

- Southern szonda
- replikacids villa barrier (RFB)
- transzkripci6 iranya

== - mRNS-r6l nem-transzlalédé
kiils6 szekvencia (ETS)

== - mRNS-r6l nem-transzlalédé
belsé szekvencia (ITS)
- exon

A vl o

14. abra: Egyszalud torések helye az rDNS szekvencidban. A fekete nyilak jelolik a nick-ek helyét.

4. 1. 8. Egyszalu térések és RNS/DNS hibridek vizsgalata S. cerevisiae rDNS-

ben ,Ab-Southern” modszerrel

Mint kordbban lattuk, a S. cerevisiae legkisebb kromoszomdja esetén a
fragmentumokat kijelolé nick-ek becsiilt lokalizacidja az ARS szekvencidk kozelében
helyezkedett el. Ez felveti a kérdést, hogy hasonl6 jelenség megfigyelhet6-e az rDNS
esetében is, mely egységenként egy ARS szekvencidt hordoz. A kérdés megvalaszoldsahoz az

agar6zba d4gyazott DNS-ben taldlhaté nick-eknél biotin-dUTP-t épitettem be nick
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transzlacidval, €s a reakciot dideoxi-nukleotidokkal terminédltam. A biotinnal megjelolt DNS-t
IT restrikciés enzimmel emésztettem. A Pvu Il az rDNS egységen beliil haromszor hasit, mely
3833, 3243, 2061 bp-os fragmentumok megjelenését eredményezte. A urea/hd-denaturdlt
mintdk és denaturdlatlan mintdk gélelektroforézisét kovetden a mintdkat nylon membranra
blottoltuk, majd a biotin beépiilést anti-biotin antitest segitségével mutattam ki. (Ez az eljaras
az irodalomban - tudtommal - el6zmények nélkiili.) A 15. dbran lathato, hogy a legkisebb Pvu
I fragmentumon (2061 bp) beliil nem volt detektdlhatd biotin-dUTP beépiilés, bar ez a
fragmentum tartalmazza az rDNS ARS szekvencidjat. Ez az adat nem mond ellent azonban
nick-ek replikaciés barrier régidbeli lokalizdcidjanak (15. dbra), hiszen a 3833 bp-os Pvu 11

fragmentum esetében detektéltam jelet.

A 1 2345¢6T78 12 3 456 7
N "
plazmid - Y .
&
.-(—
d
B
{  nincs
jelolédés
3243 bp . 2061bp | 3833 bp
Pl/u Il PVlill P¢vu I Pvull
25S 588 18 S 58 25

15. abra: S. cerevisiae DNS-ben eléfordulé nick-ek és az rDNS ARS szekvencia kapcsolatdnak
vizsgélata ,,Ab-Southern”-nel. A. A bal oldali panel az EBr-festett agar6zgélt mutatja. Az agarézba agyazott
WDHY 199 DNS-be biotin-dUTP-t épitettem nick-transzlaciéval, majd Pvu II restrikciés endonukledzzal
emésztettem. 1-3. biotinnal jelolt, Pvu II hasitott urea/h-denaturdlt mintdk. 4-6. biotin-nal jelolt, Pvull hasitott
denaturalatlan mintak. A nick transzlacié terminaldsat ddGTP-vel (1, 4), ddCTP-vel (2, 5), ill. ddATP-vel (3, 6)
végeztilk; 7. emésztetlen kontroll; 8. 1 kb-os marker. A jobb oldali panelen liathaté a biotinnal jelolt
fragmentumok anti-biotin antitesttel és tormaperoxiddzzal konjugélt masodlagos antitesttel torténd detektdldsa a
gél nylon membranra t6rténd blottoldsit kovetden. Nyil: a biotin-beépiilést nem mutat6 fragmentum helye. B. A

biotin-beépiilést nem mutaté fragmentum helye az rDNS képidn beliil.
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16. abra: RNS/DNS hibridek kimutatdsa S. cerevisiae rDNS-ében ,,Ab-Southern” mddszerrel. A. A bal
oldali panel az EBr-festett agar6zgélt mutatja. Az agardézba adgyazott WDHY 199 DNS-t restrikcids
endonukledzokkal emésztettem. 1. Hind 111 emésztés; 2. Pvu Il emésztés; 3. Stu I emésztés; 4. BamH]1 emésztés.
A jobb oldali panelen lathat6 RNS/DNS hibrideket hordozé fragmentumok S9.6 antitesttel és tormaperoxidadzzal
konjugdlt misodlagos antitesttel torténd detektdldsa a gél nylon membrinra torténd blottoldsat kovetden. Kék
nyilak: az Ab-Southern sordn nem jel616dott fragmentumok. B. RNS/DNS hibrideket nem mutat6 fragmentumok
helye az rDNS képidn belil. (A jelolések megegyeznek a 14. dbra jeleivel.)

Az ,,Ab-Southern” mddszer alkalmasnak bizonyult tovdbbd a genomi DNS-ben
eléfordul6 RNS/DNS hibridek vizsgalatara is. Munkdm sordn olyan restrikcids enzimekkel
hasitottam az agarézba dgyazott S. cerevisiae DNS-t, amelyek az rDNS koépidkon beliil
tobbszor is vagnak (Hind 11, Pvu 11, Stu 1). Kivételt jelentett a BamHI, ami az rDNS
klaszterbe nem hasit bele. Agardz gélelektroforézist kovetben a mintdkat nitrocelluloz
membrénra blottoltam, és az RNS/DNS hibrid kimutatdsdt S9.6 antitesttel végeztem. A
monoklondlis S.9.6 antitest szekvenciatdl fiiggetleniil specifikusan ismeri fel az RNS/DNS
hibrideket. Az antitest epitép-felismerd képessége erdteljesen fiigg a hibridek hosszétdl:
microarray adatok szerint a 25 nukleotidnyi hibrid jelintenzitdsa az 1/10-e az 50 nukleotid

hosszasaguénak, a legkisebb, még kimutathat6 hibrid hossza 15 nukleotid volt (100). Ezzel a
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modszerrel kimutattam, hogy az ARS szekvencidat hordozé rDNS régié nem tartalmaz
RNS/DNS hibrideket, mig az RFB-t hordoz6 rDNS fragmentumok esetében azok
kimutathatéak voltak (16. abra).

4. 2. Genatrendezédesek és folytonossaghianyok detektalasara
alkalmas maddszerek fejlesztése

4. 2. 1. Folytonossaghiany vizsgalatara alkalmas gélelektroforetikus modszer
fejlsztése

Urea/hd-denaturaciot kovetden az 1-20 kb-os ss fragmentumok szeparaltan, két kiilon
sdvban és gyorsabban futottak agaréz gélen, mint a ds DNS fragmentumok. A vizsgalathoz az
S. cerevisiae IDNS-16l készitett kiillonbozd hosszisiagi PCR termékeket (17. dbra), valamint a
A DNS Hindlll fragmentumait haszndltam (nem bemutatott adatok). Egyszal-specifikus
Southern szonddval igazoltam, hogy a denaturdlt mintdkban megjelend két sdv valdéban a ds

fragmentumok két komplementer szalanak felelnek meg.

A 1406 4182 6664 7326 8573 mix bp 1405 4182 5664 7326 §573 mix  bp (3 1405 4182 5664 7326 8673 mix bp
NDNDMND ND ND ND NDNDNDMNDMND ND NDNDNDNDND ND

bp

10000 - = 3 -

8000 -~ == . ¥ = - "= . .

6000— = — — -

5000 = : - -

4000 - | — - - - - - - - -

3000 - |- - = - - - 9 %

2500— | - TN & - - 9 2 B

2000 — [ i e

1500 — | -

1000 - _:-_.___.._._.._ 4 .; .’ ?e e

17. abra: Kiilonb6z6 hosszisdgi ds és denaturdlt, ss fragmentek urea-agaréz gélelektroforézise. A ds
fragmentek PCR-rel késziiltek, templatként S. cerevisiae rDNS-t haszndltuk, az Anyagok és moédszerekben
feltiintetett primerekkel. Az 1405, 4182, 5664, 7326, 8573 bp hosszusagi PCR termékek a 3’-végiiknél
egymassal atfedéek, melyet a kozos reverz primer determindl. A. EBr-festett urea-agar6zgél. N és D jeloli a
nem-denaturdlt, ill. denaturdlt mintdkat a novekvd hosszisagi termékek esetén (a szdmok a fragmentumok
hosszit jelolik); mix: a PCR termékek keveréke. M: denaturalatlan 1 kb marker. B. Szensz szdl-specifikus

szondaval végzett Southern blot. C. Antiszensz szél-specifikus szonddval végzett Southern blot.
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Az agardz koncentracié csokkentésével a ds fragmentumok retardaciéja fokozodott az
ss molekuldkhoz képest. Abban az esetben, ha TAE puffer helyett TBE puffert haszndltam a
denaturalt fragmentek lassabban futottak a 1- 1,6 %-os gélen, mint a dsDNS.

Amikor a gélbdl kivagott komplementer szdlakat hibridizdltam egymassal,
visszakaptam az eredeti ds fragmentumot (18.B dbra 5. minta). A két szdl azutdn is
fenntartotta kiilonbdz6 migracids tulajdonsdgat, amikor kiilon-kiilon djrafuttattam Oket urea-
mentes agarézban (18.B dbra 3-4. minta). Az urea jelenléte valdsziniileg sziikséges a
hddenaturéacié alatt, de az urea folyamatos jelenléte a gélben valdszinlileg nem feltétele a két

szal eltérd elektroforetikus migracidjanak.

A M1234 B M12345
b
10000 —
bp 6000 - "I o
BO0D —
5000 — .
4000 - e
10000 - | s 3000 -
BOOD - ...." 2500 —
6000 - N I O AS) 5 2000 - =
E000 — il ot
4000 - [ = 1500 - -
3000 - -
1000 -
2500 - | i 250 @
2000 - - " .

500 -

18. abra: Komplementer szdlak reasszocidciéja. A. 8573 bp PCR termék urea-agaréz
gélelektroforézise. 1-2. denaturalatlan (ds) PCR termék (duplikalt minta); 3-4. urea/h6-denaturalt PCR termék
szensz (s) és antiszensz (as) szdlai (duplikdlt minta); M. 1 kb-os marker. A ds PCR erméket és a komplementer
szalakat kiilon-kiilon kivdgtam és hagyomanyos agarézgélen djrafuttattam. B. Nem-denaturdl6 gélelektroforézis
vizsgdlat. 1. ds PCR termék udjrafurttatdsa (,,A” gél 1. minta); 2. ds PCR terméket hddenaturdltam urea jelenléte
nélkiil, majd engedtem reasszocidlédni (,,A” gél 2. minta), 3-4. szensz (3) és antiszensz (4) szdlak djra futtatdsa
(,,A” gél 3. minta); 5. a kivagott szensz (s) és antiszensz (as) szdlakat egyiitt h0-denaturdltam és renaturaltam

(,A” gél 4. minta).

A komplementer szdlak nukleotid-Osszetételét Osszehasonlitva azt taldltam, hogy a
C/G és (A+T)/(C+G) arany egyiittesen befolyasolta a két szdl egymadstdl torténd
szepardcidjanak mértékét (19. abra). Magas (A+T)/(C+G) ardny esetében a két szdl nem
kiiloniilt el egymdstol, alacsonyabb (A+T)/(C+G) ardny esetében a két szdl szepardltan futott

és a szeparacidé mértéke a C/G aranyt6l fiiggott. Ha a C — G arany kiegyenlitett volt a szdlon
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beliil, a szeparacié mértéke kicsi volt, ha azonban eltérést mutatott, az eltérés mértékének
novekedésével egyiitt nott a gélen torténd szepardcidjuk mértéke is. Tapasztalataim alapjén az
elektroforézis sordn a G-gazdag szal gyorsabban haladt a gélen, a C-gazdag szal pedig a
retardalt szal volt. Az rDNS esetében a szensz szdl haladt lassabban a gélen, az antiszensz szél
pedig gyorsabban. (A szensz és antiszensz szdl kifejezéseket a 25S, 5,8S és 18S rRNS-ek

atirédasahoz viszonyitva hasznalom.)

1T -
retardalt
szensz szal
1.0 i - /
,f o @ :
13- | La'
O
o 11 | o o
(&) ‘* %
0,9
0.7 S~ retarddlt
antiszensz szal
0,5
0,5 1 15 2

(A+T)(C+G)

19. abra: DNS fragmentek bazisosszetételének vizsgdlata. A kiilonb6z6 fragmenteket reprezentild
pontok helyét a (A+T)/(G+C) és C/G ardnyuk hatdrozza meg. Az dbra a szensz szdlak értékeit mutatja. A pontok
sziirke drnyalatai a két komplementer szal elektroforetikus szepardcidjanak mértékét jelolik. A legnagyobb
mértékil szepardciot a fehér szin, a szeparacié hidnyat a feket szin jeloli. Fehér: rDNS-r6l késziilt 9,1 kb-os, 8,5
kb-os, 7,3 kb-os, 5,6 kb-os, ill. 4,1 kb-os PCR termék; vildgos sziirke: rDNS-rdl késziilt 1, 4 kb-os PCR termék;
23 kb-os, 6,6 kb-os, 4,3 kb-os A Hind III fragment; sotét sziirke: 9,4 kb-os A Hind 1l fragment; MLL bcr-rél
késziilt 8 kb-os PCR termék; fekete: 2,3 kb-os, ill. 2 kb-os A Hind 111 fragment; MLL ber-rél késziilt 6 kb-os, ill.
3 kb-os PCR termék.
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4. 2 .2. Folytonossaghiany vizsgalatara alkalmas aramlasi citometrias

modszerek fejlsztése’’

Egészséges és apoptotikus sejtek hurok-méreti fragmentaciéjaban szerepld
toréspontok kozott a véletlenszerli eléforduldsndl gyakrabban taldlunk patholdgids
géndtrendezddésekben résztvevd szekvencidkat. Munkacsoportunk kordbban egészséges
emberi sejtek hurok-méretli fragmentumainak végeit klénozva és szekvencia analizisnek
aldvetve a konszenzus motivumok kozott taldlta a gyermekkori akut leukémidban és
posztterdapids leukémidban gyakran szereplé MLL gén ber régidjanak erds topoizomeraz 11

kotohely szekvencidjat.

pMEP4

104 kb

20. abra: Primerek és restrikcids helyek pozicidja az MLL ber-t hordozé pMEP4 plazmidon.
Nyilhegy: Xba I restrikcids hely.

' Munkdm ezen része csoportunk abba a kutatdsi vonulataba illeszkedik, melynek keretében a mikrogydngy
analizissel pdrositott dramldsi citometrids analizis genetikai vizsgalatok céljara torténd alkalmazasainak dj
lehetdségeit keressiik.
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Az MLL bcer ezen régidjat haszndlva modell rendszerként, HTP modszereket
dolgoztam ki gyakori genetikai rendellenességek, mint delécid, inszercid, ss 1€zidk, nick-ek,
gap-ek ill. egyes génatrendezOdések kimutatdsara. Nagyobb delécidk, inszerciok konnyedén
kimutathaték az adott régiot feloleld PCR termékek hossza alapjan. Kisebb eltérések
felismerésénél azonban hasznos médszernek igérkezett az dltalunk'' kidolgozott médszer. A
stratégia lényege, hogy 6FAM/biotin-jelolt 725 bp-os és Cy3/biotin-jelolt 541 bp-os,
egymassal atfedo PCR terméket készitettem az MLL bcr régidt tartalmazé plazmidrol, azonos
antiszensz primert hasznélva (20. dbra).

A Kkétféle denaturdlt molekula renaturdldsidt kovetden a 21.A dbrdan lathatéd

kombinécidk keletkeztek, melyek kozott két hibrid is szerepel. Ezeket a molekuldkat az
egyszalu régioknal hasitottuk S1 nukledzzal, vagy hidroxilamin/piperidin kezeléssel.
A hidroxilamin/piperidin kezelés a pdrositatlan vagy mismatch-ben taldlhaté citozinnal
hasitott. Ezutdn streptavidinnel bevont mikrogyongyhoz kotottik a molekuldkat, majd
aramldsi citométeren mértilk a fluoreszcencia valtozast. A tdlnydlé végekkel rendelkezd
hibrid molekuldk sokkal érzékenyebbek a kezelésekre, mint a homoduplexek (21.B és D
abra).

Egy olyan kisérleti stratégia lehetdségét is teszteltem, mely ss folytonossaghidnyok
HTP detektalasat teheti lehetové. Egy 725 bp-os jeldletlen PCR terméket Xba I restrikcids
enzimmel hasitottam, mely egyszer hasit az adott szekvencidn beliill. A hasitott DNS-t
biotinnal jel6lt, azonos hosszusagu, de hasitatlan PCR termékkel hibridizaltam 1:1 ardnyban.
A hibridizdlast kovetden az eredeti termékeken kiviil olyan hibrideket is kaptam, melyek
molekuldnként egy nick-et hordoztak, ahogy az a 22.A abrdn, ill. 22.B gélelektroforetikus
képén lathatd. Ezek a nick-ek E. coli DNS polimerdz I holoenzimével nick-transzldlhatéak
voltak. Az Ujonnan szintetizalt szdlba fluorescein-12-dUTP nukleotidokat épitettem be. A
biotin-jelolt hibridet streptavidinnel bevont mikrogyongyre kotottem és dramldsi citométeren

mértiik a fluorescencia novekedést (22.C 4bra).

' A kisérletek egy részét Pataki Judit Ph.D. hallgatéval kozdsen végeztem.
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21. abra: Deléci6 és inszercié dramlési citometrids vizsgédlata ssDNS enzimatikus és kémiai hasitdsaval.
A. A mbdszer elve. Rovid és hosszi PCR terméket készitettiink kiilonb6z6, Cy3, ill. 6FAM-jelolt szensz és
azonos, biotin-jelolt antiszensz primerekkel. A keletkezett PCR termékeket 0sszekevertiik, denaturaltuk, majd
reannedltuk. A kapott homo- és heteroduplexeket S1 nukledz, ill. hidroxilamin/piperidin kezelésnek tettiik ki,
majd streptavidin bevonatd mikrogyongyhoz kotottiik és aramldsi citométerrel mértiik. Fehér csillag: 6FAM;
fekete csillag: Cy3, b: biotin. B. Heteroduplex (sziirke oszlop) és homoduplex (fekete oszlop) FL1és FL2
intenzitas valtozdsa S1 nukledz emésztést kovetéen. C. Heteroduplex (sziirke vonal) és homoduplex (fekete
vonal) FL1és FL2 intenzitds valtozdsa S1 nukledz emésztést kovetden, kiillonbozé hoémérsékleten. D.
Heteroduplex (sziirke oszlop) és homoduplex (fekete oszlop) FL1és FL2 intenzitds véltozdsa

hidroxilamin/piperidin emésztést kvetden.
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22. abra: Ss folytonossaghidnyok aramlési citometrids detektdldsa nick-transzlaciét kovetden. A. A

modszer elve. Xba 1 emésztett és emésztetlen, biotinalt PCR termékeket Osszekevertiink, denaturdltunk és

rehibridizltunk. Ennek eredményeként kétfajta hibridet kaptunk. DNS polimerdz I enzimmel fluorescein-

konjugdlt nukleotidot épitettiink be nick-transzlacié sordn. B. A kiilonbozé PCR termékek gélelektroforetikus

képe. 1. FITC- (szensz) és biotin-jelolt (antiszensz) PCR termék; 2. Xba I emésztett, FITC jelolt PCR termék; 3.

jeloletlen primerekkel késziilt, Xba 1 emésztett PCR termék; 4. FITC-jelolt és biotin-jelolt PCR termékek

hibridje; 5. Xba 1 emésztett, FITC-jelolt és biotinnal jelolt, emésztetlen PCR termékek hibridje; 6. Xba 1

emésztett, jeloletlen és biotinnal jelolt, emésztetlen PCR termékek hibridje; M. 1 kb DNA marker (GeneRuler).

(A 4. és 5. minta azonos a 23. D abra ’f’, ill. ’d’ cstcsaval.) C. Mikrogyongyok fluoreszcencia intenzitdsdnak

eloszlési hisztogramja. A mikrogyongyokhoz kotott hibridekbe nick-transzlacid segitségével fluorescein-dUTP-t

épitettiink. I. iires streptavidindlt mikrogyongy; II. Xba I emésztett, jeloletlen és biotindlt PCR termék hibridje;
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III. Xba I emésztett, jeloletlen és biotindlt PCR termék hibridje 10 perces fluorescein-dUTP beépités utan; IV.
Xba 1 emésztett, jeloletlen €s biotindlt PCR termék hibridje 45 perces fluorescein-dUTP beépités utan; V. Xba 1
emésztett, jeloletlen és biotindlt PCR termék hibridje 1,5 6rds fluorescein-dUTP beépités utan. D.
Mikrogyongyok fluoreszcencia intenzitdsanak eloszlasi hisztogramja. A mikrogyongyokhoz kotott hibridekbe
nick-transzlacié segitségével fluorescein-dUTP-t épitettiink, hasonléan a C. ponthoz, de a PCR termékek
eldéllitdsdhoz FITC-jelolt szensz primert haszndltunk. ’a-c’: héttér fluoreszcencia: a mikrogydngyoket FITC-
jelolt (a) vagy biotindlt (b) PCR termékkel inkubdltuk, ill. tires mikrogyongyoket analizaltuk; ’d-e’: Xba 1
emésztett (d) vagy emésztetlen (e) FITC-jelolt és biotindlt PCR termék hibridje; f: FITC- és biotin-jelolt PCR
termék; g: biotin jelolt PCR termék nick-transzlaciét kovetden; h: Xba 1 emésztett, jeloletlen és biotindlt PCR
termék hibridje nick-transzlaciét kovetden; i: Xba I emésztett, FITC-jelolt és biotinadlt PCR termék hibridje nick-

transzlaciot kovetden.
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5. Megbeszélés'?

5. 1. Hurok-méretii kromatin fragmentacio vizsgalata éleszté sejtekben

Normal eukaridta sejtekbdl hagyomanyos — pl. lizélt sejtek proteolitikus emésztését
kovetd fenol-kloroform extrakci6jan és etanol precipiticiéjan vagy szilikat adszorpcion
alapulé — eljarasokkal izolélt kromatin ~50 kb-os DNS fragmentaciét mutat. Ez az atlagos
fragmentumméret a DNS pakolédds magasabb szintjét képviseld kromatin hurkok
mérettartomdnyédba esik. Ugyanakkor a lizist megel6zden a sejteket agarézba dgyazva a
fragmentdacio elkeriilhetd. A fenti megfigyeléseket S. cerevisiae-bol és S. pombe-bdl oldatban
ill. agar6zba 4gyazast kovetden izoldlt DNS esetében reprodukéltam, tovabbvizsgéltam és a
jelenségek olyan szabdlyszerliségeit figyeltem meg, melyek nem magyardzhaték pusztin
random folyamatokkal.

A munkacsoportunk éltal kordbban megfigyelt egészséges, nem apoptotikus humén
sejtekben megfigyelt fragmenticiés mintdzat nagyfokd hasonlésdgot mutat a korai
apoptotikus sejtekben megjelend fragmenticidhoz, amelyet altaldban az ~50 kb-os hurkok
alapjdnal miikod6 nukledzoknak tulajdonitanak (20,101). Mivel a multicelluléris szervezetek
esetében jellemzd apoptotikus jegyek megjelenését — tobbek kozott a DNS fragmentacidjat —
élesztd sejtekben is leirtdk, fontos hangsilyozni, hogy kolénia képzési teszt segitségével
igazoltam az dltalam haszndlt élesztésejtek normélis, ~100%-os éEletképességli, nem
apoptotikus dllapotdt mind logaritmikus, mind stacioner fazisban.

Az Aspergillus oryzae-bol szarmazo S nukledz magas szelektivitdst mutat az egyszalu
nukleinsavak irdnt. Mitkodése mono- €s oligonukleotidokat eredményez, amelyek 5’-foszforil
és 3’- hidroxil csoportban végzddnek. Az S; nukledz hidrolizdlja a szimpla-szald régidkat a
duplex DNS-ben és ez éltal felfedi a lokdlisan dtalakult struktirdkat. A szimplaszal-specifikus
Si nukledz preferdlja a nick-ekkel szemben 1év6 DNS-t, a mung been nukledzhoz hasonldéan
(102). Mivel a deproteinizalt kromatint tartalmaz6 agardz blokkokat S1 nukledz emésztését
kovetden hurok-méreti fragmentumok megjelenését figyeltem meg, ez a genomi DNS-ben
eléforduld egyszdld DNS szakaszok jelenlétét igazolja. Ezek az egyszdli DNS szakaszok
valdszinilileg a genomi DNS-ben el6fordul6 ss folytonossdghidnyok eredménye, hiszen hurok-

méretli fragmentaciot figyeltem meg deproteinizalt kromatint tartalmazé agar6z blokkok urea

"2A jelenségkor elfogulatlan Gjragondoldsa érdekében a diszkusszi6 kovetkeztetéseire a munkam keretében nyert,
itt leirt adatok alapjan jutottam, csoportunk mar publikalt és publikdlatlan eredményeire csak annyira
tdmaszkodtam, amennyire az elkeriilhetetlen volt.
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jelenlétében torténd denaturdcidja, ill. alkalikus denaturicidja esetében is, marpedig a
denaturdl6 eljardsok a masodlagos strukturak jelenlétére érzéketlenek. Az urea/hé denaturdcid
modszere az urea DNS destabilizdlé hatdsan alapul. A mddszert elsOként Materna és mits.
irtdk le kisebb méretli PCR termékek esetén (98), azonban a mddszer nagymolekula-silyd
DNS esetén is alkalmazhat6 és segitségével ss és dsDNS ugyanazon gélen futtathat6 (68). Az
urea jelenlététdl azt varhatjuk, hogy teljesen deproteinizélja a kromatint az agaréz blokkokon
beliil (103). Az is ismert, hogy az urea bdzis Osszetételtdl fiiggetleniil csokkenti a Tm
homérsékletet moélonként ~3 K-nel (104). Az alkalikus gélelektroforézis sordn a magas pH
kovetkeztében a timidin €s guanin elveszit egy protont, igy megakaddlyozva a H-hid
kialakulasat/fenntartdsat az adenin, ill. citozin partneriikkel (105). Az S1-kezelt és kezeletlen
kromatinb6l urea/hé denaturdcidéval nyert mintdk méretének Oszehasonlitisabol arra
kovetkeztettiink, hogy az egyszali bemetszések a szemben 1évOé két DNS szdlon egymads
kozelében helyezkedhetnek el.

Az agardzba agyazott kromatin egymashoz kozeli, de nem pontosan szemben 1évo
nick-ei mentén a deproteinizdlds kapcsdn kialakuld torzids stressz nem tudja széttekerni €s
eztdltal dezintegrdlni a DNS-t, mig DNS izoldlds sordn ezt nincs mi megakadilyozza. Az
ilyenkor lezajlé ~50 kb-os fragmentdciéban szerepet jatszhatnak mechanikai nyiréerdk ,
amenniyben a kromatinban mdér kordbban jelen 1év0 egyszdlu folytonossaghianyokkal
szemben 1évé DNS-t érintik (az egyszdld DNS ugyanis sokkal érzékenyebb a DNS-t karosito
hatdsokra, mint a kettds szdli DNS). Ezzel magyardzhaté lenne a DNS izoldlds és az S,
nukledz emésztés eredményének hasonlésiaga is. Az is elképzelhetd azonban, hogy a masik
szélon mér szintén jelenlévd nick mentén egyszeriien szétteker6dik a DNS, ds fragmenteket
létrehozva. Ugyanez bedgyazott sejteken csak az urea/hd (vagy az alkalikus) denaturdcid
kapcsan lenne megfigyelhetd.

A nick-ek, azaz ss torések vagy a lizis sordn generdlédnak, vagy eleve jelen lehetnek
in vivo. Az elsd esetben arra kovetkeztethetiink, hogy a hurok-méretli régiokat kijel6lo
nukledz hiperszenzitiv helyek az egész élesztd kromatinban jelen lehetnek, hasonléan az
emlds kromatinhoz (106), és ezen szakaszok azonnal hasitédhatnak a sejtlizis sordn, mely
magyardzatul szolgdlna mind az urea/hé-denaturacid, mind az S1 nukledz kezelés utan kapott
fragmentdciora. Egy alacsony szintli, ss-specifikus nukledz emésztés révén nick-ek
akkumuldlédhatnak a nukleoszoma-mentes régidkban. A nukledz tartalom taldn magasabb
lehet az életképes stacioner kultirdkban, mely magyardznd a kezelésekre adott komplettebb
valaszukat S. cerevisiae sejtek esetében (5. dbra), a jelenséget azonban nem vizsgéltam

tovabb, mivel S. pombe esetében nem mutattam ki hasonlé kiilonbséget a logaritmikus és
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stacioner novekedési fazisok kozott. A masik lehetdség, hogy a nick-ek mar eleve, a feltarast
megelézden is jelen vannak a genomi DNS-ben, és fenntardsukban, maszkirozasukban
fehérjéknek, RNS molekuldknak is szerepe lehet (1).

Megvizsgaltuk, hogy a hurok-méretii fragmentaciot befolyasolja-e és ha igen hogyan,
a DNS madsodlagos tekeredése. Interkaldlodé festék hozzdaddsaval elérhetd (1), hogy az
élesztd sejtek DNS-e alultekert éllapotbol kitekeredjen és a festék koncentraciéjanak
novelésével akar tultekert allapot is eldidézhetd. Interkaldlodo festékként az EBr-t hasznéltuk,
melyrdl kimutattuk, hogy képes belépni az €16 protoplasztokba €s ott a DNS-hez kotédni (itt
nem dokumentalt adat, 6sszhangban az irodalommal (107,108). Azt tapasztaltuk, hogy sem az
S1 kezelés, sem az urea/hd-denaturdcié sordn keletkezd fragmentumok mérete nem valtozott
az EBr koncentrici6 fiiggvényében. Mivel a szuperhelicitds nem befolyésolta a kezelésekor
keletkez6 fragmentumok meéretét, valdszinlitlennek tiinik egy olyan interpreticid, mely a
hurkonként atlagosan egy nick keletkezését azzal magyardznd, hogy az elsé (random, vagy a
BUR-okndl, de aspecifikus nukledz hatdsra generdl6do) nick 1étrejotte nyoman relaxalédo —
igy teljes terjedelmiikben renaturdlédott — kromatin hurkok maér tovabbi sériilésekre kevésbé
érzékenyek lennének.

A humén kromoszomdak nagy méretiiknek (atlagosan 145 Mb) (109) koszonhetden
intakt allapotban nem képesek belépni az agar6z métrixba, igy szepardcidjuk sem lehetséges
gélelektroforézis segitségével. Ezzel szemben mind a pékélesztd (220-2200 kb), mind a
sorélesztd  (3,5-5,7 Mb) kisméretli, intakt kromoszémadi elvalaszthatbak nagyobb
molekulasilyd DNS elvdlasztasara alkalmas gélelektroforetikus médszerek (CHEF, FIGE)
segiségével, lehetOséget teremtve az egyes éleszté kromoszomdk fragmenticidjanak
Osszehasonlitdsdra. Az egyes kromoszomdk meglehetdsen hasonlé gén-stirlisiggel,
szekvencia Osszetétellel, valamint epigenetikus sajatsdgokkal rendelkeznek, beleértve a DNS
pakol6dds mértékét is S. cerevisiae-ben, valamint S. pombe-ban. Igy nem meglepd, hogy a
DNS torések eléforduldsdban nem talédltunk kiilonbségeket a kiilonb6z6 kromoszémak kozott
— ami arra utalt, hogy a folytonossighidnyok jellemzése (térképezése) barmelyik
kromoszoman globdlis, a teljes genomra vonatkozd szabdlyszerliségek felderitésére adhat
alkalmat. Ezekben a kisérletekben a deproteinizalt kromatin mintdk elsé elektroforetikus
futtatdsa sordn az egyes kromoszomak (valtozé mértékben) megszabadulnak a lizdtumban
meglévé molekuldris kornyezetiiktdl, igy az S1 emésztés vagy urea/hd denaturdlds mér ilyen
tisztabb mintakon torténik. Az igy nyert fragmentacios eloszlas nem kiilonbozott attdl, amit
egy lépésben kaptunk, ami arra utal, hogy a lizitum egyéb komponensei (pl. nukledzok) nem

jatszanak meghatdroz6 szerepet a jelenség eldidézésében.
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A hurok-méretli fragmenticié mérettartomanya egybeesik a kromatin funkcioldlis
(transzkripcids és replikdcids) egységeinek becsiilt méretével (20,109). Ezért felmeriil a
kérdés, hogy a nick-ek jelenléte ezen folyamatok valamelyikéhez kapcsolhatok-e, pl.
jelenlétilk a DNS tranziens vagy stabil kapcsolatat tiikkrozheti a topoizomerdz enzimekkel a
transzkripcids strathelyek €s/vagy a replikacios origdk koriil (110).

Mivel az ss toréspontok Southern blot térképezéssel az I. kromoszoméan ARS
szekvencidk tigabb kornyezetében helyezkedtek el, ezért felvetddott a nick-ek kapcsolata a
DNS replikéaciéval. Bar a hurokméretii fragmentécié jelensége nem korldtozodott csupan az
S-fazisra, az a sejtciklus minden fazisdban egyarant megfigyelhetd volt, a DNS replikaci
ORC-inek (origin recognition complex) egyes elemei a sejtciklus sordn végig a DNS-hez
kotott dllapotban vannak, igy ezekkel dsszefiiggében lehetnének jelen az észlelt nick-ek.

Ugyanakkor a nagy molekulasilyd DNS molekuldk gélelektroforetikus felolddsa nem
biztositott kelld ponossagot annak eldontésére, hogy a nick-ek és az ARS szekvencidk kozott
valédi kolokalizaci6 van-e. Ezért az aldbbiakban tdrgyalt, rDNS I16kuszon finomabb
feloldasban végzett térképezésem részletesebben analizalt adataibdl ad6dé kovetkeztetésemet
erdsebb dllitdsnak tartom.

A tipikus S. cerevisiae kromoszémdkra jellemzd, hogy a telomerikus régidkat
leszdmitva foleg egyedi, nem repetitiv DNS-t tartalmaznak. A tobbi kromoszématol eltérden,
a XII. kromoszéma tobb, mint felét azonban tandem ismétl6dd szekvencia, az rDNS alkotja.
Az ismétlodd természetébdl fakaddan sajatos felépitési rDNS klaszter esetében
eléfordulhatna, hogy a hurok-méretli fragmentéacié eltéré mintdzatot mutat, 0sszevetve a
fennmarado, foleg egyedi szekvencidkat hordozé kromoszomdk fragmentaciés mintdzataval.
Kisérleteim alapjan azonban a XII. kromoszoma és azon beliil az rDNS klaszter ugyanazt az
~50 kb-os fragmentaciét mutatja S1 kezelést kovetden és denaturdlé koriilmények kozott,
mint amit a tobbi kromoszoma esetében is tapasztaltunk. Ez a fragmentaciés gyakorisdg azt
jelenti, hogy atlagosan 11 egységenként egyszalu toréseknek kellene eléfordulniuk. Mivel az
egyes egységek szekvencidjuk tekintetében azonos felépitésiiek, ezért a fragmentacid
hatterében valamilyen epigenetikus mechanizmus éllhat.

Az RDNI1 l6kuszban helyet foglalé minden egyes képia egy 35S és 5S transzkripcids
egységet tartalmaz, melyeket egymdstdl két intergénikus szekvencia (IGS1 és 1GS2), vagy
mas néven nem atir6dé szekvencia (NTS1 és NTS2) valaszt el. Az RNS polimerdz I 4ltal atirt
35S prekurzor rRNS-bdl a k6z6s prométerrdl atirddo 18S, 5,8S és 25S rRNS-ek keletkeznek.
A 58S atirasat az RNS polimerdz IIT végzi (111). A replikdciés origokat kijelold ARS
szekvencidk az RDNI1 l6kusz NTS2 régi6jaban helyezkednek el. Az NTS1 régidjan beliil
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pedig a replikécids villa barriert (RFB) taldljuk, melyhez a Fobl protein kétédve biztositja az
ARS szekvencia aktivaciojat kovetden kialakult replikdcids villa elakadasat az egyik
iranyban, mig polaris miikodésének koszonhetden, a masik irdnyba az szabadon haladhat,
atlagosan 5 kopidt irva at. Ez a mdéd biztositja az rDNS replikdciéjanak unidirekciondlis
voltat, ill. ennek koszonhetd, hogy a 35S egység replikdcidjanak irdnya tdlnyomorészt
megegyezik a transzkripcidjnak irdnyaval (111).

A restrikciés enzimekkel az rDNS klaszter 9,1 kb-os egységeire bontdsat kovetden a
nick-ek szabdlyos el6forduldsat (manifesztaciéjat) figyeltem meg a mintdk S1 nukledz
kezelését, ill. urea/hd denaturdcidja nyoman. A Southern blottal a két szdlon egymadssal
nagyjabol szemben kimutatott egy-egy valédi nick azonban, az 1. kromoszémén
megfigyeltekkel ellentétben, nem az ARS szekvencidk kozelében lokalizdlodott, hanem
konzekvens médon az RFB teriiletére esett. (Annak gyakorisdgardl, hogy a két szdlon talalt
nick-ek egyiitt, egy egységen beliil egyszerre forduljanak eld, nem nyertem adatokat.)

Egy sajét fejlesztésti metodikédval, az ,,Ab-Southern” modszerrel kimutattam, hogy a
nick-ek nem az ARS szekvencidk kornyezetében helyezkednek el az rDNS koépidkon beliil.
Ugyanakkor az RFB-nél 1évo nick-ek jelenlétét az eredmények aldtdmasztani latszanak. Ezzel
a technikdval azt is valdszinisitettem, hogy az RFB-nél észlelt nick a restrikcidés enzim
kezelés el6tt mér jelen volt a DNS-ben, vagyis nem artefaktudlis eredetii.

Az ,,Ab-Southern” moédszerrel azt is kimutattam, hogy az rDNS klaszter RNS/DNS
hibrideket tartalmaz, melyek eloszldsa egy koépian beliil szinén nem random: a nick-ek
elhelyezkedéséhez hasonléan, az ARS szekvencidk kornyezetében nem mutathatéak ki
RNS/DNS hibridek, mig a RFB-t hordozé fragmentumok jol jelolodtek. Ez aldtdmasztja
munkacsoportunk azon hipotézisét, mely szerint a hurok-mértli fragmentéiciot kijel6ld nick-ek
kornyezetében RNS/DNS hibridek fordulnak eld (1).

Az RFB-n beliil harom kisebb helyet kiilonboztethetiink meg: RFB1, RFB2, RFB3. A
replikaciotol és Fobl-tdl fiiggd DNS torést detektéltak az RFB1 és RFB2 helyeken, amelyek
azonban a 16kusz 6sszes DNS-ének csak kis frakcidjat teszik ki. Az RFB2 és RFB3 esetében
pedig a replikaciotol fiiggetlen DNS toréseket taldltak, amely torések valdsziniileg a
topoizomerdaz I enzim milkodésének koszonhetdek. Ez utébbi torések bar fliggetlenek a
replikaciotol, az RNS polimeraz 1 altali transzkripciotdl és a kromatin struktiratdl, ugy tiinik a
topoizomeraz I hasitidshoz a Fobl jelenléte sziikséges. Elképzelhetd, hogy a Fobl kétddése
ugy torzitja DNS-t, hogy az kedvezd a topoizomeraz I miikodésének (112). Az altalunk észlelt
folytonossdghianyok ebbe a képbe illeszkednek, tovabbi vizsgdlatukat ebben az

Osszefiiggésben tervezziik, azt feltételezve, hogy az RFB teriiletén észlelt nick-ek molekularis

79



mechanizmusa hasznos analdgiat jelent a kromatin mads teriiletein bekovetkezd hurokméreti

fragmentaci6 vonatkozasdban is.

5. 2. 1. Folytonossaghianyok detektalasara alkalmas gélelektoforetikus
modszer fejlesztése

Az urea/hd-denaturdlds kovetkeztében egyszaliva valt DNS fragmentumok az 1-20
kb-ig terjedd6 mérettartomanyban szepardltan futtottak agar6zgélen. Mig a ds DNS
fragmentumok migracigjat elsésorban azok mérete hatdrozza meg és a nukleotid
szekvencidjuk kevésbé befolydsolja azt, az ss DNS fragmentumok esetében mindkét
paraméternek szerepe van a futdsi tulajdonsdgok meghatarozasaban.

Ha a két DNS szdl bazisosszetétele eltér egymastol, az a szdlak kiilonb6z6
konforméciés dallapotanak kialakuldsat eredményezheti, a kisméretli DNS fragmentekre
kidolgozott SSCP (single strand conformation polymorphism) mddszerek (113)
tapasztalatainak megfelelden. Masrészrol, a bazisok és a denaturdlé agens kozott dinamikus
interakcié valésulhat meg, ami befolydsolhatja a két szdl konformécidjanak kiilonbségét. A
bazisosszetételbeli kiilonbségek kiilonbozo 3D struktira kialakuldsdhoz vezethetnek, mely a
két szal migracios sebességében is tiikkrozddik a gélelektroforézis sordn.

Munkédmban az urea-gélelektroforézis ezen 1j alkalmazasat DNS folytonossaghidanyok
rDNS egységeken beliili szdl-specifikus elhelyezkedésének vizsgdlatira hasznéltam.
Ugyanakkor pl. ss szonddk készitésére vagy CpG metildcié szal-specifikus vizsgdlatira
felhasznalhat6 lehet. Ez a mddszer a sejtbioldgia szdmos teriiletén szintén hasznos lehet,
tobbek kozott DNS szintézis sordn a vezetd €s késlekedd szal vizsgalatara, akar az ,,immortal
strand” hipotézis vizsgdlatara, vagy repair folymatok szal-specifikus analizisére. Alkalmas
lehet tovabbd élesztoben pdrosoddsi tipus valtds vizsgalatira, ahol a késlekedd szdlon 1évo
specifikus nick eddig ismeretlen médon generédlédik, a topoizomerdz I-medidlta hasitdsok
analizisére, vagy az immunglobulin nehéz lanc régi6inal a ,.class switch” rekombindci6

mechanizmusanak vizsgélatara.
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5. 2. 2. @Génatrendezbdésre és folytonossaghianyok detektalasara

alkalmas aramlasi citometrias modszerek fejlesztése

Altaldnos benyomds szerint a daganatos betegségek hitterében 4116 tobbféle genetikai
elvaltozas forropontjai nem-random megoszlast mutatnak, sokkal inkdbb egy vagy néhany
viszonylag rovidebb régidba (bcr) csoportosulnak. Pl. az MLL gén atrendezddése a 8,3 kb-os
ber région beliil reciprok transzlokacidval barmely potencidlis partnergénnel gyermekkori és
posztterdpids leukémidk kialauldsdhoz vezethet. Az MLL bcr szintén preferdlt lokusz a DNS
hasitdsdra és atrendezddésére a topoizomerdz inhibitorok vagy FAS ligand altal indukalt
apopt6zis sordn. Nagyon izgalmas kérdés az altalunk detektdlt folytonossdghidnyok /
hiperszenzitiv pontok és ezen forrépontok egyes csoportjainak esetleges korreldciéja. A DNS
folytonossdghidnyok vizsgalatdban szerzett tapasztalataimra épitve, genotoxikus hatdsok
szlirésére alkalmas mddszerek kidolgozdsaban is részt vettem. Mikrogyongyokon
immobilizdlt PCR termékek &ramlési citometrids analizisével moddszereket dolgoztam ki
gyakori genetikai elvaltozdsok kimutatdsdra - a kidolgozott mddszerek tesztelése egyeldre
csak modell rendszereken tortént meg, a mérési elv verifikalasa szintjén.

A deléciok és inszercidk gyakori genetikai mddosuldsok, melyeknek szerepe lehet
genetikai betekségekben és rakos elvaltozdsokban, ahogy az dltaldnosan ismert és szintén
hozz4ijarulnak a normal muticiés ratdhoz. Mozgékony genetikai elemek, virusok, javitatlan 1
nukleotid cstiszds a replikdcié sordn, triplet expanzié a leggyakoribb deléciét/inszercidt
kivalté okok kozott szerepelnek. Ezek egyben az altalunk bemutatott, dramldsi citometrian
alapul6 heteroduplex analizissel vizsgalhat6 jelenségek is. Egy masik potencidlis alkalmazasi
teriilet az alternativ splicing, amikor cDNS szolgdlhatna az amplifikacio teszt-templatjaként.

A nem folytonos DNS fragmentumok a vele komplementer, de folytonos DNS
molekuldkkal hibridizdlva konnyen detektalhatok nick transzlacidval fluoreszcens nukleotid
analégok haszndlatdval. Ezt a stratégiat alkalmazva, a sejtekben megjelend ss vagy (tranziens)
ds diszkontinuitdsok jelenlétének monitorozasa, tobbek kozott az apoptotikus stimulusokra
érzékenyen reagdlé MLL bcer esetén, reményeink szerint lehetségessé vélik. A moddszer
alkalmazhaté lehet a hely-specifikus nick-ek analizisére, amelyeket tobbek kozott aktiv
promoétereknél, replikacids origdk mellet, VDJ atrendezddés kapcsan, vagy élesztd parosodasi
tipus valtas soran figyeltek meg. Egy ilyen vizsgdlat kivitelezéséhez sziikség lesz egy genomi

DNS mintara, amelybdl a megfelel0 restrikcids enzimmel a minket érdekld régiét kivagjuk €s
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egy biotin jelolt, plazmidrél szarmazé szonddval hibridizdljuk. A hibridek nick-
transzlalhatéak, ha genomi minta DNS-ben diszkontinuitdsok vannak, mig annak hidnyaban
nem varunk beépiilést.

A tesztelt stratégidk bemutatjdk az dramlasi citometrids mikrogyongyos vizsgalatok
sokszinliségét és kiterjesztik a lehetdségek hatdrait. A modell rendszert hasznalé vizsgalatok
kozvetleniil alkalmazhatéak HTP sziirési eljarasokra specifikus genetikai kondicioknal,
valamint dramldsi citometrids eszkoztarat adnak a molekuldris bioldgiai DNS analizishez

(110).
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6. Osszefoglalas

Koloénia-képzési teszttel igazoltam, hogy a kromatin fragmenticids jelenséget nem-
apoptotikus, 100 %-os életképességli €lesztd sejtek mutatjik.

Logaritmikus és stacioner fazisu S. cerevisiae €s S. pombe sejtekbOl szarmazd,
agardzba agyazott deproteinizalt kromatin 20-200 kb-os fragmenticiéjat figyeltem meg S1
nukledz emésztésiiket, urea/hd-denaturdcidjukat, ill. alkalikus denaturdlasukat kovetden
egyarant. Megadllapitottam, hogy mindkét genomban hurok-méretli szakaszokat hatarold
egyszal folytonossdghidnyok taldlhatéak.

S. cerevisiae sejteket G1-, S- és G2 sejtciklus fazisban szinkronizdlva sem taldltam
szamottevo eltérést a teljes genom fragmentaciés mintazataban.

Megéllapitottam, hogy a hurok-méretli kromatin fragmentacié minden kromoszémara
kiterjed S1 nukleaz, ill. urea/hd-denaturalast kdvetden.

S. cerevisiae 1. kromoszom4jan a hurok-méretli fragmentumokat kijel6lé nick-ek és
ARS szekvencidk egymads tdgabb kornyezetében helyezkednek el.

S. cerevisiae esetében kimutattam, hogy a 100-200 tandem ismétl6dd, azonos
szekvencidju 9,1 kb-os egységekbdl felépiild mintegy 1,5 Mb-nyi rDNS klaszter hurok-
méretli fragmentacidt mutat, az 6ssz-DNS-hez hasonléan, S1 nukledz és urea/h6-denaturalés
hatdséra. Ez azt jelenti, hogy atlagosan minden 11. egységen beliil fordulnak el nick-ek —
vagyis ezek el6forduldsat epigenetikai tényezok hatarozzdk meg.

rDNS specifikus Southern szonda segitségével térképeztem az rDNS szakaszokon
beliil a hurok-méretli fragmentaciot kijelold nick-ek helyét. Behataroltam annak a régidénak a
helyét az rDNS egységeken beliil, ahol a nick-ek eléforduldsa szabdlyossdgot mutat: ez a
RFB-ével esett egybe.

Folytonossaghidnyok €s RNS/DNS hibridek kimutatdsdra alkalmas ,,Ab-Southern”
modszert dolgoztam ki.

Uj elektroforetikus és mikrogyongy alapt dramldsi citometrids médszereket dolgoztam

ki.
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Summary

By the colony-forming test, I confirmed that the chromatin fragmentation phenomena
observed reflect features of ~ 100 % viable cells.

20-200 kb fragmentation of agarose embedded deproteinized S. cerevisiae and S.
pombe chromatin derived from logarithmic or stationery cultures were observed after S1
nuclease digestions and urea/heat- or alkaline denaturation, establishing that there are ss
discontinuities marking loop-sized fragments in the genome of both yeast strains.

I have not determined differences in the DNA fragmentation patterns of cells
synchronized in G1-, S- or G2 phases.

I have established that the loop-sized fragmentation can be detected in all of
chromosomes of S. cerevisiae or S. pombe after S1 nuclease digestions and urea/heat-
denaturations.

Nicks and ARS sites exhibited an overall colocalization on chromosome I of S.
cerevisiae.

The ~1.5 Mb rDNA cluster containing 100 — 200 units of 9.1 kb showed loop-sized
fragmentations similar to total DNA, i.e. nicks occur in every 11. unit on the average.

The nicks in the rDNA units were mapped by Southern blotting using rDNA specific
probes. One of the nicks coincides with a region of RFB.

I have developed a new method called “Ab-Southern” to detect discontinuities and
RNA/DNA hybrids in DNA molecules.

New gelelectrophoretic and flow-cytometric microbead assays have been established

as part of my Ph.D. work.
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