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1. Bevezetés
1.1. Az eukariota kromatin szerkezet és szervezodési szintjei

Az egyedfejlodés és az élet sordn, az egyes szovetek ¢és szervek megfeleld miikodésének
biztositasa érdekében nagy mennyiségii és rendkiviil kiilonb6zd sejtekre van sziikség. Mivel a
sejtmag limitalt térfogata nem engedi meg, hogy a DNS szal megeleld térbeli elrendezes
nélkil illeszkedjen benne, ezart az eukaridta sejtek olyan molekularis mechanizmusokat
fejlesztettek ki, amelyek lehetévé tették DNS tartalmuk tobbrétegli skalazodasat az interfazis
soran (a kromoszomalis territoriumoktol az interakcios kromatin hurkokig).

Az eukariota sejtek genomja kromatinba szervezddik, amely hierarchikus szinteket
mutat. Az elsddleges szinten a nukleoszomdk képviselik az eukariota kromatin alapvetd
ismétlédo épitdkoveit. A nukleoszomak DNS-t, strukturdlis nem kodoldé RNS-eket és tarsult
fehérjéket tartalmaznak. A nukleoszoma kdzponti hisztonoknak nevezett specialis fehérjékbol
all, amelyet a DNS ~147 bazisparral borit be. A kdzponti hiszton oktamer két H2A, H2B
heterodimerbdl, két H3/H4 heterodimerbdl és egy H1 Gsszekotobol all. A nukleoszémak
egységei a szomszédos nukleozomhoz DNS szekvencidkkal kotddnek, amelyek "0sszektd"
DNS néven ismeretesek és nukleoszomalis ldncot hoznak létre. A kromatin legfontosabb
feladatai kozott van a DNS kompakt formédban tartdsa, a DNS-karosodas megeldzése,
valamint a génexpresszids programok ¢s a replikacio szabalyozésa.

A nukleoszomak 10-30 nm-es kromatinrostokba szervezddnek, amelyek kiilonb6zd,
magasabb rendl struktarakat képezhetnek, lehetévé téve a genom hatékony funkcionalis
elrendezését. A kozelmultban végzett vizsgdlatok a magasabb rendii genomszervezddés két
kiemelked6 jellemzdjét tarjak fel; valtakozo aktiv és inaktiv kromatin régiok (1-10 Mb, A-B
szerkezetek) és topologiailag asszocialt domének (TAD, <1 Mb). A TAD-ok altalaban az
interfazisos kromoszomak alapvetd strukturalis és funkcionalis épitékdvei, azonban a TAD
kialakulasanak alapjat képez6 mechanizmusok még nem ismertek.

A kromatin funkcidja szorosan kapcsolddik haromdimenzids szerkezetéhez. Mint mar
emlitettem, a DNS hozzaférhet6sége alapjan a kromatin altalaban két f6 részbe sorolhato:
eukromatin és heterokromatin. Az eukromatin génekben gazdag allomany, nyitott és aktiv (A-
rész), mig a heterokromatin kondenzalt, és génexpresszio nem jellemzd (B-rész). Ezt a
besorolast szamos genomszintli vizsgéalat finomhangolta tobb egyedi tulajdonsaggal
rendelkezd kromatinallapotba. Minden infromaciot figyelembe véve, a genom gy miikodik,
mint egy informdacidlehivo gép, amelyben a 3D kromatinszerkezet kritikus fontossagli a
kivalasztott informacio prezentalasanak és a sejtazonossag szempontjabol. Erdekes modon a
kromatin dinamikus, és képes helyi vagy globalis koriilmények kozott példaul sejtosztodasra,
transzkripciora, differencialédasra, rekombindciéra, valamint belsd vagy kiilsé ingerre
gyakran kapcsolodnak a fejlédési rendellenességekhez és kiilonbozd betegségekhez, mivel
specifikus gének vagy génhalozatok szabalyozasa sériilhet.

A genomszervezddés egy nagyon Osszetett, tobbrétegli folyamat, amelyben sok szerepld
vesz részt. Szamos strukturalis fehérjét jellemeztek, amelyeknek fontos szerepe van a
kromatin hurkok és a haromdimenzids szerkezetek kialakuldsaban: CCCTC-koté faktor
(CTCF), YY1 és a kohézin komplex. A kotddésiiket a helyi hiszton kdrnyezet, a masodlagos
DNS struktarak és a DNS szekvencia szabélyozza.

A kromoszomak térbeli szervezddésének tanulméanyozisdhoz két f6 megkozelités
létezik: mikroszkopos és molekuléris vizsgalatok. A fénymikroszképos vagy fluoreszcens
mikroszkopos megkdzelités kis felbontasi (50-100 nm) fizikai informéciot nyujt
kromoszoémak eloszlasarol és alakjarol az egyes sejtekben. A haromdimenzids kromoszoma
¢és kromatinszerkezet nagy felbontast vizualizacidja mikroszkoppal még mindig nehéz. Habar
vannak olyan 1j technikdk, amelyek lehetdvé teszik ezt. A kromatinszerkezet



tanulmanyozésara szélesebb korben hasznalt modszerek a kromoszoémakonformaciot rogzitd
(3C) technoldgian, a szekvenalason és a bioinformatikdn alapulnak. Ezek a vizsgalatok (4C,
5C, 6C, ChIA-PET, ChIP-Loop, HiChIP és Hi-C) relativ térbeli interakcids valdszinliségeket
biztositanak két linearisan tavoli l6kusz kozott egy sejtpopulacioban kozel 1 kilobazisos
felbontasban. Erdemes megjegyezni, hogy egyedi sejtes megkozelitések is rendelkezésre
allnak Hi-C-hez. Legujabban a kutatok kifejlesztették a tiramidszignal amplifikaciot (TSA-
seq), az els6 genomszekvenalds alapi modszert, amely képes teljes-genom szinten
kromoszémalis 16kuszok citologiai tdvolsagainak becslésére.

Osszefoglalva, a genom haromdimenziés szerkezete fontos a  sejtek
informaciotartalmanak kifejezésére és viselkedésére. Igy nem meglepd, hogy a 3D vagy 4D
kromatinszerkezet tanulméanyozésa kozponti téma lett a genomika teriiletén.

1.2. A hisztonmaddositasok

Amint az eldzé fejezetekben emlitettem, a genomi szervezddés elsddleges szintje a
nagymértékben  konzervalt  hisztonfehérjékbél  all6  nukleoszomaszerkezet. A
hisztonfehérjéknek talnyuldé N-termindlis aminosav oldallancuk van, amely poszttranszlacios
moédon modosithatd (PTM) és befolyésolja a kulcsfontossagu sejtes eseményeket, beleértve a
kromatinszervezddést, a nukleoszémadinamikat, a génexpresszidt és a rekombinaciot. A
PTM-ek hatalmas szabalyozasi potenciéllal rendelkeznek.

A fobb modositasok kozé tartozik az acetilacio, a foszforilacio és a metilacio. Léteznek
mas ismert modositasok is, mint példaul a deiminacid, az ADP ribozil4cio, az ubikvitinalas, a
krotonilalas, a SUMOilaci6 ¢és a GlcNAcilacio. A kozelmultban végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy nemcsak a hiszton talnytlé oldallancai, hanem a DNS-sel kodzvetlen
kapcsolatban all6 magfehérjék felszine is moddosithatdé. A hisztonmodositasok ¢és azok a
fehérjekomplexek, amelyek ezeket a poszttranszlacios modositasokat irjak, felismerik és
eltavolitjak, kozponti szereplévé valnak a sejtek fizioldgiai allapotdnak és identitasanak a
szabalyozéasaban.

1.3. H3 hisztonmetilacio

A H3 hisztonfehérje lizin metilacidjanak a szintjét metiltranszferazok ¢és demetilazok
egyiittesen szabdlyozzak. Harom metilacids allapot 1étezhet ezen a lizin oldallancon: mono-,
di- és trimetilacio, amely eltérd biologiai funkcidval jar. Fontos megjegyezni, hogy ezeknek a
modositdsoknak egyike sem valtoztatja meg az aminosav toltését és igy a nukleoszoma
szerkezetét, de mas effektor fehérjék dokkolohelyeként szolgal. Az acetilacidval ellentétben,
amelynek felezési ideje tobb perc, a metilacio stabilabbnak tekinthetd.

A Saccharomyces cerevisiae esetében a H3K4me3 daltaldban a kozeli gének
aktivitasaval asszocialt, mivel nukleoszoma atalakité faktorokat (CHD1 és BPTF) rekrutal,
mig a negativ regulatorok kotédését (NuDR) blokkolja és szintje korreldl a transzkripcid
sebességével az interfazisos magon beliil. A transzkripcio folyamata soran a H3K4me3
gyorsan eldallithatd a transzkripcios kezdOhelyeknél vagy promotereknél, az RNAP-hez
tarsitott Setl fehérje altal. Aktiv transzkripciondl jelen van, s6t még akkor is, ha a Setl mar
nincs ott, igy a legutdbbi transzkripcid6 memoriajelét hagyva hatra. Masrészt a gén
csendesitésekor H3K4me3 jelek elvesznek. A transzkripcié mellett a H3K4me3 szintén
hozzajarul az osztalykapcsold rekombinacidhoz, az S-fazisban 1évé DNS-karosodas
ellendrzési ponthoz és a meiotikus rekombinacidhoz.



1.4. Set1C/COMPASS

A metilacié egy evoliciésan konzervalt mechanizmus. Elesztdben a metilaciot a SET-
domént tartalmazo lizin-specifikus metil-transzferaz végzi; Setl. A Drosophila melanogaster
modellorganizmusnak harom, mig az embernél hat Setl homolog létezik. A Setl 6nmagaban
inaktiv, mivel ez a fehérje egy nagyobb komplexet alkot hét tovabbi fehérjével: Sppl, Bre2,
Swdl, Swd2, Swd3, Sdcl és Shgl. A komplexet Setl komplexnek (Set1C vagy COMPASS)
nevezzilk. Ezenkivil a Setl SET-doménjének barmilyen valtozdsa az enzim
komplexképzésének és aktivitdsanak teljes elvesztését eredményezi. Minden egyes alegység a
komplex egy specifikus feladataért felelds.

A Setl, a Swd3 ¢és a Swdl elengedhetetlenek a komplex stabilitdsdhoz és miikodéséhez,
mivel ezeknek az alegységeknek a hidnydban a H3K4 metilacidja a sejtekben nem
megfelelden megy végbe. Az Swd2 alegység sziikséges az optimalis di- és trimetildcidhoz, de
a monometilaciohoz nem. A Swd2 elbsegiti a hasitasi és poliadenilacids faktor (CPF)
funkcigjat, amely transzkripcids terminacioban részt vevd komplex. Az Sppl COMPASS
komponenst tartalmazé6 PHD-domén segiti a potencidlis DSB helyek rekrutalasat a
kromoszématengelyhez, lehetévé téve a Spoll fehérjének a DNS duplaszal torések
létrehozasat. Ezenkiviil ez az alegység szabdlyozza a SetlC katalitikus aktivitasat is.
Hasonloképpen a SetlC Swd2, Sdcl és Bre2 alegységei a megfeleld H3K4 di- és
trimetilacidhoz, de nem monometilaciohoz sziikségesek.

Osszefoglalva, annak ellenére, hogy a H3K4me3 az egyik legkevésbé jelenléve
hisztonmddositds, a H3K4me3 az aktiv transzkripcid és rekombindcid nagyon fontos és
konzervalt epigenetikai markere. A metilacid irdsanak ¢és torlésének molekularis
mechanizmusa a tudomanyag egyik kiemelkedden fontos teriilete. Tovabba, amint azt a Swd2
¢és az Sppl esetében mar azonositottak, mas Set1C alegységek is részt vehetnek a kiilonféle
biologiai folyamatokban SetlC-fliggetlen mddon.

1.3. A meiotikus duplaszal torések kialakulasa és kapcsolatuk a H3K4 trimetilacioval

A meiotikus profazis I soran a rekombinaciot a meiotikus Spoll nukledz generalta
programozott DNS-duplaszal torések (DSB) inicialjak nem-véletlenszerii genomi régioknal.
Ezek a DSB-k késébb javithatok homoldg kromoszomdk alkalmazasaval, amelyek
atkeresztez0dést eredményeznek. Mechanikusan egy DSB egy nagyon szervezett kromatin
kornyezetben keletkezik. A DSB-k eloszlasa és gyakorisaga gyakran kromoszomékonként
valtozik, és gyakran 1-2 kilobazis nagysagu forrépontokban koncentralodik. A forrépontok
altalaban H3K4me3 altal szegélyezett, ritkan fordulnak elé exonokban vagy génterminalis
helyeken, illetve kialakuldsuknak kedveznek a nukleoszoma-mentes régiok a génpromoéterek
kozelében. Azonban a specifikus helyek forrépontd valasanak a mechanizmusa, valamint a
kromoszéma tengelyhez horgonyozasa kevéssé ismert.

A kikotott-hurok-tengely modell azt javasolja, hogy az Sppl, a SetlC H3K4me3 olvaso
alegységét tartalmaz6d PHD ujjdomén kolcsonhatasba 1ép mind a H3K4me3 modositasokkal,
mind a kromoszomatengely fehérje REC114-MEI4-MER2 komplexekkel (RMM). Ez a
kolesonhatés a tavoli DNS szekvencidkat a kromoszomatengelyhez rekrutalja, lehetdvé téve a
Spoll altal torténd hasitast és az azt kovetd javitast. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
az Sppl egy sokrétii molekula, és a H3K4-trimetilacié kulcsszabalyozdjaként van jelen. A
meiotikus DSB kialakuldsanak szamos aspektusat feltard intenziv kutatas ellenére a Set1C
alegységek nuklearis dinamikdja még ismeretlen.



1.4. Az RNS-DNS hibridek (R-hurkok)

Az RNS-DNS hibridek (R-hurkok) az életfa minden szintjén eléforduld epigenetikai
markerek. Az R-hurkok akkor alakulnak ki, amikor egy RNS molekula a vele homolog DNS
molekulaval hibridizal, 1étrehozva ezzel egy RNS-DNS hibridet és egy kitaszitott egyszali
DNS szakaszt. A korai tudomanyos kutatdsok az R-hurkokat a genom-instabilitds potencialis
forropontjainak tekintette, mivel az egyszala rész hajlamos a DNS kérositasara, és mutaciot
vagy kromoszomalis atrendezéseket hozhat 1étre. Egyre tobb bizonyiték utal azonban arra,
hogy az R-hurkok masszivan jelen vannak fiziologias koriilmények kozott is és olyan kritikus
sejtfolyamatokat szabalyoznak, mint példaul a transzkripcidés faktorok kotddése,
génexpresszié vagy heterokromatin-képz3dés. Eppen ezért, ezeknek a struktiraknak a pontos
azonositasa ¢s jellemzése kulcsfontossagu.

1.5. Az R-hurkok kialakulasa és funkcioi

Az R-hurkok az emlds rendszerek jelentds epigenetikai jellemzdi. Becslések szerint az
emberi genom ~5%-a képes R-hurkot 1étrehozni. Az utébbi idében szamos modell sziiletett,
mellyel leirtdk az R-hurkok kialakuldsat. A Lieber és Roy altal javasolt modellek: a
"visszaflizddéses" és a "kiterjesztett hibrid" modell. A visszafliz6déses modellben az
egyszalli, naszcens RNS rovid id6 alatt hibridizal a vele komplementer DNS szekvencidval.
Mig a kiterjesztett hibrid modellben R-hurok alakul ki abortiv transzkripcié soran. Ezeket a
mechanizmusokat cisz-R-hurok formécioknak is nevezik, mivel a transzkripciohoz
kozvetleniil tarsulnak. Altalanosan elfogadott, hogy a legtobb R-hurok transzkripcié soran
moddon jon létre. Az R-hurkok azonban mind a koédold, mind a nem kdédolé genomban
el6fordulnak. A korabbi modellek mellett a transz-R-hurok kialakuldsa is fontos szerepet
jatszik. A transz-R-hurok modell szerint az RNS molekula a genom mas régidjabol is
szarmazhat. Ezek az RNS-ek lehetnek szabélyozo, hossz, nem kodolé RNS-ek (IncRNS),
korkoros RNS-ek (circRNS) vagy ismétlédé RNS-ek. Bizonyos esetekben mind a cisz-, mind
a transz-R-hurok jelen lehet egy adott régioban. Ez az ugynevezett vegyes modell.

Az R-hurok kialakuldsa nem véletlenszerii folyamat. A genomban szdmos alapvetd
meghatdroz6 tényezd van, amely elésegiti vagy gatolja az R-hurok kialakulasat. Az itt
felsorolt funkciok szorosan atfednek egymassal. Korai in vitro vizsgalatok azt mutattak, hogy
az R-hurok kialakuldsa nagymértékben Osszefiigg a szekvencia kdrnyezetével. A hatékony R-
hurok inicidlashoz G-gazdag, naszcens RNS-ekre van sziikség, kiillondsen guanin-
klaszterekkel. Mar az egy G-klaszter (G4) jelenléte segiti a rovid szekvencidknal az R-hurok
iniciaciot. Az R-hurok elongéicidja az iniciacios helyeken tal, nem fiigg a G-klaszterektdl.
Mas tanulmanyok kimutattdk, hogy a nem-metilalt CpG-sziget (CGI) promoterek GC
ferdeséggel torténd 4tirdsa R-hurok képzddést eredményez. DNS szupertekercselddés
vizsgalatok kimutattdk, hogy a negativ topoldgiai stressz szorosan kapcsolddik az R-hurok
kialakulasdhoz. Mas megfigyelések azt mutattak, hogy az R-hurok kialakuldsa valdsziniibb
olyan promoter szekvencidkndl, amelyeknél RNS polimerdz II tobblet van. A nyitott, aktiv
kromatin régiok és a magas transzkripcids rata pozitiv korrelaciot mutatnak az R-hurok
képzédésével. Erdekes modon, az R-hurkokkal rendelkezé gének nagyobb mértékben
expresszalodnak az R-hurok nélkiili génekhez képest. Az R-hurkok repressziv
kromatinallapotokban is kialakulhatnak. Egy nemrégiben megjelent tanulmanyban Chédin és
kollégai azt bizonyitjak, hogy a génhez kapcsolodd R-hurkok dinamikusan véaltoznak.
Tovéabbd, R-hurkok kialakulhatnak a genom intergénikus régidin beliil is (ismétl6dd elemek,
telomerikus és pericentromerikus szakaszok).

Ezek a megfigyelések azt mutatjdk, hogy az R-hurok képzddése egy komplex
kolcsonhatdas a nukleotid-szekvencia, transzkripcid, DNS-topoldgia és mas kromatin-
tulajdonsagok kozott. Az R-hurok képzddésének ¢s funkcidinak ndvekvd bizonyitéka ellenére
ezeknek a folyamatoknak a mechanisztikus részletei még nem tisztazottak.



1.6. Az RNS-DNS hibridek azonositasahoz alkalmazott modszerek

Az R-hurok elektronmikroszkoppal torténd felfedezése Ota szdmos mads technika &ll
rendelkezésiinkre ezen struktarak azonositasara. A teriilet egyik legfontosabb mérfoldkdve az
R-hurok-specifikus monoklondlis antitest (59.6) kifejlesztése volt 1986-ban. Ez az antitest
nagy affinitdssal kotddik az R-hurkok RNS-DNS hibrid részéhez. Az S9.6 antitest lehetdvé
tette az R-hurok in vivo tanulmanyozasat szdmos kiilonb6zé molekularis biologiai
technikaval, mint példaul az immunfluoreszcens képalkotas vagy a nagy ateresztoképességii
szekvenalas.

A leggyakrabban hasznalt modszer a DNS-RNS immunprecipitacio, majd kvantitativ
PCR (DRIP-qPCR) vagy ujgeneracios szekvenalds (DRIP-seq). Roviden, az extrahalt
genomialis DNS-t szonikalassal vagy restrikcios enzimekkel fragmentaljuk. A kovetkezd
Iépésben az S9.6 antitestek felismerik a DNS fragmentumok hibrid szerkezetét, mikdzben
tobbszori mosast kovetden eltavolitiuk a nem jelolendd fragmentumokat. Miutan a
fragmentumokat a gyongyokrol eludljuk, az antitest-DNS-RNS hibrid kapcsolat megsziinik. A
kisérlet utols6 1épésében a tisztitott nukleinsav fragmenseket qPCR vagy NGS segitségével
kvantitaljuk. Altalaban RNaz H1 kezelést is hasznalnak negativ kontrollként.

Néhany évvel az eredeti DRIP protokoll utdn, szamos kiegészité modszert fejlesztettek
ki. Ezeket a modszereket az immunprecipitacios cél (DNS vagy protein), a szekvenalt
molekula (DNS vagy RNS) és a konyvtarkészités alapjan lehet csoportositani.

Az S1-DRIP-seq az eredeti mddszer tovabbfejlesztett véaltozata. S1 nukledz kezelést
alkalmaznak az immunprecipitacio6 eldtt, ami jobb jel-zaj aranyt eredményez.

A DRIP-RNS-seq ¢és a DRIPc-seq mddszerek a DRIP protokoll 1épéseit kdovetik az
immunprecipitacié lépéséig. A tisztitott és dusitott RNS-DNS hibrideket denaturdljuk és
DNaz I-gyel kezeljik a DNS szennyezd anyagok eltavolitasa céljabol. A fennmaraddo RNS
molekulakbodl szélspecifikus RNS-seq konyvtarat készitenek, majd megszekvenaljak azt.
Ezeknek a megkdzelitéseknek az egyértelmili eldnye, hogy informaciét kapunk a hibridek
orientaciojarol.

Tovabbi alkalmazott mddszerek soran egyszali DNS ligacids-alapt konyvtarkészitést
alkalmaznak az DNS-RNS hibrid immunprecipitacioé utan, nagy teljesitményti szekvenalassal
(ssDRIP-seq) kombindlva. A feldusitott hibrid régiokat tartalmazé DNS mintékat szonikaljuk
¢és denaturaltuk 95 °C-on, hogy egyszali DNS-t kapjunk a konyvtar eldkészitése és a
szekvenalas eldtt. Mas modszerek, mint példaul a DNS-RNS in vitro dusitas (DRIVE-seq) és
az R-ChlIP, katalitikusan inaktiv, de kotésre képes RNaz H1 mutdns fehérjét alkalmaznak. A
DRIVE-seq egy affinitasos ,,pulldown” vizsgélaton alapul, mig az R-ChIP egy kromatin
immunprecipitacion alapuld modszer.

A legtjabb alternativ modszer a bisDRIP-seq, mely egy biszulfit-alapa megkozelités az
R-hurok bazisparos feltérképezésére az egész genomban. A mddszer mogotti koncepcid az,
hogy a biszulfitkezelés szelektiven atalakitja a nem metilalt citozint uracilra az R-hurok
szerkezet egyszali DNS-szakaszaban, nem denaturdld koriilmények kozott. Tovabba, az R-
hurok RNS-DNS hibrid része a C-U konverzioktol védett, igy ez a moddszer egy
szalspecifikus és nagy felbontdst R-hurok térképezési modszert biztosit. Legfobb hatranya a
citozinok ¢és a metilacié egyenetlen eloszlasa. Tovabbi technologidk kifejlesztése varhato,
mint példaul az 0j, hosszu leolvasasu €s egyetlen molekulas szekvenalds vagy mas R-hurok
koté fehérje-alapu megkozelités, mint példaul az ssDNS-kotd, replikéacios fehérje A (RPA-
ChIP).



2. Célkitiizések

1. RNS-DNS hibrid (R-hurok) immunprecipitacid: egy analitikus munkafolyamat a benne
rejlé torzitasok becslésére.

Az esetleges torzitd hatasokat eldidézé fo kisérleti valtozok meghatirozasa és
szisztematikus ~ vizsgalata ~az  R-hurkok  azonositdsa  sordn ~ DNS-RNS
immunprecipitacioval (DRIP)

A DRIP modszer szenzitivitdsanak és specificitdsainak meghatarozasa

Az elérhetd publikus R-hurok adatok 6sszehasonlitd funkcionalis analizise

Az optimalis restrikciés enzim hasznalatara vonatkoz6 informacidk biztositdsa, annak
érdekében, hogy elkeriilhetd legyen a torzitott genomi mintavételezés

Egy optimalizalt DRIP protokoll ajanlasa a tudomanyos kozosségnek

2. Az Sppl kromatin kotésének funkcionalis vizsgalata a meiozis folyamata alatt.

Az Sppl kromatin kotésénék kinetikajanak vizsgalata a meiozis alatt
Az eltérd kotési kinetikaval rendelkez6 kotohelyek funkcionalis karakterizalasa



3. Anyagok és modszerek

3.1. DNS-RNS immunprecipitacio (DRIP)

A sejtek keresztkotéséhez 1%-os paraformaldehid oldatot hasznaltunk 10 percig,
aminek a hatdsat 2.5 M glicinnel sziintettiink meg 5 perc alatt szobahémérsékleten. A sejteket
1 ml lizis pufferben (500 pl 2x lizis és 500 ul TE) lizaltuk. A sejtlizist két kiilonbozo
hémeérsékleten is elvégeztiik: 65 °C 7 ora vagy 37 °C egy ¢jszakan at. A teljes nukleinsav
izolalast NucleoSpin Tissue Kit segitségével végeztiik el és 100 pl elticios pufferben elualtuk
a mintdkat. A tisztitott nukleinsav preparatumot 300 pl Tris-HCl (pH 8.5) oldatban
fragmentaltuk szonikalassal kétszer 5 perc alatt, hogy atlagosan ~500 bazispar méretii DNS
fragmenteket kapjunk. A fragment analizist 1%-os agardz gélelektroforézissel végeztiik el.
Amennyiben sziikséges volt, tovabbi szonikaldst alkalmaztunk. A szonikalt DNS mintakat
NucleoSpin Gél és PCR tisztito kittel tisztitottuk, majd 100 pl eluciés pufferben eludltuk.
12 pg DNS-t 100 pl térfogatra higitottunk 5 mM Tris-HCI (pH 8.5) oldattal. A mintdk 2%-at
input DNS-ként eltettiik. A mintak felét 80 pl végtérfogatban 8 pl RNase H-val kezeltiik
37 °C-on egy ¢éjszakan at. A Dynabeads Protein A magneses gyongyoket PBS/EDTA tartalmu
0.5%-0s BSA-val blokkoltuk. Az S9.6 antitest immobilizacid érdekében, 50 pl blokkolt
gyongyot 10 pg S9.6 antitesttel inkubaltuk folyamatos forgatas kozben IP pufferben 4 °C-on
4 6ran at. 6 pg emésztett genomi DNS-t adtunk a keverékhez és gyengéden forgattuk egy
¢jszakan at 4 °C-on. A gyodngyoket kigylijtottiik és mostuk egymas utdn 1 ml lizis pufferrel
(alacson s0), 1 ml lizis pufferrel (magas s6), 1 ml mosé pufferrel és 1 ml TE-vel 4 °C-on,
kétszer. Az elucio 100 pl eltcios pufferrel tortént 15 percen keresztiil 65 °C-on. NucleoSpin
Gél tisztitas és PCR Clean-up kit utan, a nukleinsavakat 55 pl eltcios pufferben elualtuk. A
kinyert DNS-t kvantitativ valos-idejii PCR késziilékkel (LightCycler 480, SYBR Green I
Master) mértiik le és QuantStudio 12K Flex valos-idejii PCR rendszerrel elemeztiik ki. Az
adatokat az Osszehasonlito Ct moddszerrel analizaltuk. Az RNS-DNS hibrid feldusulast az
IP/Input ardnybol szamoltuk ki.

r er r

A szekvenalasi konyvtarakat az Illumina TruSeq ChIP preparécios protokoll alapjan
készitettiik el. Roviden, az immunprecipitacid soran feldustlt ChIP DNS molekuldk vége
javitva lett és az inzertekhez index adaptereket ligaltunk. A tisztitott ligacids termékeket PCR
segitségével amplifikaltuk, majd megszekvenaltuk. A leolvasott szekvencidkat az emberi
referencia genomra illesztettik BWA MEM algoritmussal alapbeallitaisok mellett. Kisziirtiik
azokat a leolvasott szekvencidkat, amelyek alacsony térképezddési értékkel rendelkeznek,
PCR duplikdtumok vagy feketelistas région taldlhatok. A replikdkat dsszevontuk és MACS2-t
hasznaltunk a szignifikdns genomi régiok azonositisdhoz input-normalizalds mellett. A
feldolgozott ¢és 0Osszevont illesztésekbdl bamCoverage alkalmazasaval szignalfajlokat
generaltunk. Az RPKM értékeket 20 bazisparos ablakokban hataroztuk meg minden egyes
mintara egy 60 bazisparos csuszoablak alkalmazasaval. Az elkészitett szignalfajlokat R-ben
abrazoltuk ggplot? és ggbio csomagok segitségével.

3.3. Az RNS-DNS hibridek genomi annotacioja

A DRIP régiok genomi eloszlasdnak a meghatdrozdsdhoz a GenomicRanges R
csomagot alkalmaztuk, amellyel a DRIP régiok és az annotacios kategoridk atfedd teriileteit
meghataroztuk. Az atfedo teriileteket a véletlen generalt atfedésekhez hasonlitottuk.



3.4. In silico restrikcios enzimatikus emésztés

Egy restrikcids enzim-kombinacio altal generalt elméleti fragmenthossz eloszlas
kiszamitdsdhoz az emberi és élesztd genomot in silico a DECIPHER nevii R csomag
segitségével daraboltuk fel. A hasitohely pozicidok alapjan kiszamoltuk a restrikcios
fragmentumok  hosszat. A keletkezett  fragmenthossz-eloszlasok statisztikai
Osszehasonlitdsahoz 300 véletlenszertien kivélaszott értéket hasonlitottunk 6ssze Wilcoxon
Rank Sum teszttel 100 alkalommal. A p-értékeket Benjamini & Hochberg modszerrel
korrigaltuk.

3.5. Spp1 ChIP kisérletek és szekvenalas (ChIP-seq)

A jeldlt idépontokban 50 ml meiotikus sejtet gytlijtottiink, majd szobahdmérsékleten
1%-o0s formaldehiddel 20 perc alatt keresztkotottiik. A formaldehid hatasat 125 mM glicinnel
nyomtuk el szobahdémérsékleten 5 perc alatt, majd mostuk a sejteket harom alkalommal
jéghideg 1x TBS oldattal (pH 7.5). A sejteket 500 pl lizis pufferben szuszpendaltuk fel, majd
lizaltuk a sejteket 10 percig liveggyongyokkel a FastPrep késziilékkel. Szonikalassal a
kromatin mintdkat atlag 300 bazisparos méretre fragmentaltuk. A teljes-sejt extraktumok
begytjtéshez 50 ul preimmunprecipitacidos mintat vettiink és teljes sebességen centrifugaltuk
10 mésodpercig, hogy a sejttormelék pelletet alkosson. A minta maradék részét 12 000 rpm-
en, 4°C-on 20 percig centrifugdltuk. Az immunprecipitaci6é soran 450 pl extraktumot adtunk
magneses protein G gyongyokhoz, amelyeket preinkubéltuk 9E11 (monoklonalis egér anti-
myc, ab56) vagy anti-GFP (poliklonalis nyul, ab290) antitestekkel egy ¢éjszakan at 4°C-on. Az
immunprecipitalt mintdkat kétszer mostuk lizispufferrel, kétszer lizispufferrel és 360 nM
NaCl-el, kétszer mosopufferrel majd végezetiil egyszer 1x TE (pH 7.5) pufferrel Dynal
magneses gyongyok segitségével. A keresztkotések hovel (TE-1% SDS ¢éjszakéan at 65 °C)
torténd revertalasa utan a fehérjéket megemésztettiik proteindz K-val 3 ora alatt 65 °C-on. A
nukleinsavakat PCR tisztito kit segitségével tisztitottuk és RNS-t emésztést végeztiink 1 6ran
at 37 °C-on. Végiil a DNS-t 50 ul nukleaz-mentes dH2O-ban reszuszpendaltuk.

A szekvenalasi konyvtarakat az Illumina TruSeq ChIP preparécios protokoll alapjan
készitettiik el. Roviden, az immunprecipitacido soran feldustlt ChIP DNS molekuldk vége
javitva lett és az inzertekhez index adaptereket ligaltunk. A tisztitott ligacids termékeket PCR
segitségével amplifikaltuk majd megszekvenaltuk. A leolvasott szekvencidkat az S.
cerevisiae referencia genomra illesztettik BWA algoritmussal alapbeallitisok mellett. Az
alacsony térképezddési értékkel rendelkezd, valamint a PCR duplikatum szekvenciak sziirése
utan a leolvasott szekvenciadk 38-67%-at tudtuk megtartani.

3.6. A dinamikus Spp1 csoportok azonositasa

Az Sppl kotohelyek kotési dinamikajuk alapjén torténd csoportositasahoz eldszor
egyesitettik az Osszes meiotikus idOpontban azonositott Sppl kotohelyeket. Majd
kiszamoltuk a ChIP mintak atlagos log>(IP/INPUT) RPKM aranyait az egyesitett régiokon. A
kotéhelyek ChIP mintankénti lefedettségi értékeit z-transzformaltuk a ,,scale” R funkcioval. A
dinamikus csoportokat k-kozép algoritmussal azonositottuk és a ,,pheatmap” funkcidval
abrazoltuk R-ben.

3.7. Statisztikai analizis

Az Osszes statisztikai analizist R-ben végeztiik el. A csoportokat ANOVA ¢és Tukey-
féle post-hoc teszttel hasonlitottuk Ossze. Ha az adat nem mutatott normal eloszlast akkor
Kruskal-Wallis-féele ANOVA ¢és Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. P < 0.001
valoszinliség értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. Szignifikancia jelolések: nem
szignifikans (ns). P > 0.05; *, P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; **** P <0.0001.
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4. Eredmények

4.1. RNS-DNS hibrid (R-hurok) immunprecipitacio: egy analitikus munkafolyamat a
benne rejlo torzitasok becslésére

4.1.1. Valés pozitiv és valos negativ R-hurok asszociaciok meghatarozasa: DRIP
osztalyozok bevezetése.

Az elérhetd publikdlt DRIP protokollok alapjan, valamint figyelembe véve a fobb
technikai valtozokat, amelyek hozzdjarulhatnak a megfigyelt heterogenitdsokhoz, negyven
DRIP kisérleti sémat terveztiink, hogy felmérjiik, hogyan osztalyozzdk a kiilonbozd teszt
l6kuszokat az ismert RNS-DNS hibrid statuszuk alapjan. Az osztalyozokat szisztematikusan
ugy terveztilk, hogy vizsgaljuk a fobb faktorokat, amelyek kisérleti torzitast okozhatnak a
DRIP modszerben. Az elsd 16 kisérlet figyelembe veszi i. a formaldehid fixaciot, ii. a
nukleinsav izolalds modjat, iii. a szabad RNS eltdvolitasat, iv. a nukleinsav fragmentaciot
valamint v. a sejtlizis hdmérsékletét.

4.1.2. A DRIP osztalyozok teljesitményvizsgalata: referencia R-hurok régiok definialasa.

A DRIP osztalyozok paramétereinek meghatarozasdhoz valds pozitiv és valos negativ
példakat lehet valasztani a tudomanyos szakirodalombol, figyelembe véve az ismert R-hurok
profilokat; azonban, az elérhetd6 DRIP-qPCR ¢és DRIP-seq adatok heterogenitasa arra
késztetett benniinket, hogy hozzunk létre egy fiiggetlen R-hurok tanité halmazt. Két szorosan
kapcsolodo sejttipusban DNS-RNS hibrid térképezést végeztiink (Jurkat T-sejt leukémia
sejtvonal és naiv CD4" T-limfocita) amely soran 88.830 és 99.337 R-hurok régiot
azonositottunk. Az azonositott kotéhelyekbdl nagy megbizhatosaghi R-hurok csticskészletet
allitottunk el6 ¢és jellemeztiik a kromoszomalis eloszlasukat. A csticsok jelentdsen dusultak a
gének promoterein és repetitiv szakaszokon. Az R-hurok régiok alulreprezentaltak voltak a
fehérjekodold exonokon, hasonldan a korabbi DRIP kisérletekhez, amelyeknél a nukleinsav
szonikdlva volt, azonban a restrikcids enzimmel fragmentalt mintak pozitivan torzitottak az
exonokon. A szonikalt és restrikciés enzimmel emésztett mintdk feltiinden mas R-hurok
hosszeloszlasokkal rendelkeztek (keskeny: 179-2.369 bp vs. széles: 178-22.479 bazispar) ¢€s
az azonositott kotéhelyek jelentdsen atfedtek az egyes csoportokon beliil, de élesen elvaltak a
két csoport kozott. Ezeket a kiillonbségeket az R-hurok méretek variabilitdsdnak és a
tanulmanyozott sejttipusok heterogenitasanak tulajdonitjuk. Figyelembe véve a megfigyelt
eltéréseket, a konszenzus R-hurok készletiinket a DRIP-osztalyozok 0Osszehasonlito
referencidjanak tekintettiik.

4.1.3. RNS-DNS hibrid mennyiségek mérése a DRIP-osztalyozokon.

Pozitiv és negativ teszt régiokat valaszottunk ki az azonositott R-hurok készletbdl, és
szisztematikusan vizsgaltuk az RNS-DNS hibrid dusulast a DRIP-osztalyozokon. Publikalt
DRIP tanulményokban gyakran hasznalt pozitiv és negativ teszt régiok koziil az SNRPN,
ZNF554, MYADM, FMRI és APOE géneket valasztottuk. A tobbi régiot véletlenszeriien
valaszottuk a konszenzus R-hurok készletb6l: PRR5L, LOC440704, NOP5S, VIM és INGS3.

A DRIP-qPCR hozamokat mind a kontroll és mind az RNase H kezelt mintdknal
lemértiik negyven DRIP-osztalyozon, tiz tesztrégion ot fliggetlen ismétlésben. Az igy kapott
4000 DRIP dusulasi érték volt a ROC analizis bemeneti paramétere.
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4.1.4. Az RNS-DNS hibrid azonositas szenzitivitasanak és specificitasanak
meghatarozasa.

A pozitiv talalatok és a kisérleti hibak kozotti relativ kompromisszumokat kvantitativ
modon hataroztuk meg a ROC elemzésen keresztiil, amely jellemzi az osztalyozokat. Az
érzékenységet, specificitdst €s a gorbe alatti teriiletet (AUC) az ROC diagramokbol
allapitottuk meg, és a negyven kisérlet robusztussaganak objektiv mértékegységeként
alkalmaztuk.

Tiz DRIP-osztalyozénal (5., 6., 13., 15., 17, 18., 19., 21. és 24.) nagy (> 0,7) AUC
értekeket kaptunk, ami arra utal, hogy ezek a kisérletek nagy hatékonysaggal képesek az
RNS-DNS hibridek jelenlétét megjosolni. Négy kisérletnél 0,5 koriili AUC értékeket kaptunk
(2., 10., 11. és 16.), ami arra utal, hogy ezek az osztalyozok véletlenszerii valaszokat adnak
prediktiv teljesitmény nélkiil.

Ezen megfontolasok alapjan a legjobban teljesitd négy DRIP osztalyozo: 5., 13., 17. és
19., 68,5-75%-0s ¢érzékenységgel és 68-79% specifitassal rendelkezik. Hasonlo6 ROC
paramétereket kaptunk egy ismételt kisérletben, ahol B-limfoblaszt sejtvonalat alkalmaztunk,
ami bizonyitotta, hogy a tesztelt DRIP protokollok megbizhatésdga mas sejttipusokban is jol
mikddik. A fobb kisérleti valtozok parhuzamos Gsszehasonlitisa nem mutatott szignifikans
kiilonbséget i. formaldehid fixalt és nem fixalt mintdk kozott; ii. fenol-kloroform extrahalt és
szilicium-dioxid membran tisztitott nukleinsavmintak kozott, €s iii. DNS fragmentalt (1-16)
¢és kromatinfragmentalt DRIP mintdk ko6zott (17-24). A sejtlizis hdmérséklet nem valtoztatta
meg a DRIP moédszer specificitasat és szenzitivitasat. Statisztikailag szignifikans kiilonbséget
talaltunk az RN4z A-val kezelt és a kezeletlen mintak (p = 0,03) kozott, ami arra utal, hogy az
RN4z A hozzdadédsa nem javitja az RNS-DNS hibrid detektalas hatékonysagat. Az RNaz A
negativ hatasat a leirt DNS-kot6 aktivitdsaval magyarazzuk, amely szelektiven tavolit el nagy
mennyiségli DNS régiot a nukleinsav tisztitasakor. Megerdsitettiik, hogy az RNaz A képes
erds DNS kotésre, mivel migracios defektusokat okoz az elektroforézis soran, amikor plazmid
DNS-t inkubalunk az enzimmel. Az elektroforetikus mobilitas eltolédasa megfigyelhetd volt
szupertekercselt és linerizalt DNS templaton is.

Végill a szonikalt ¢és a restrikcidos enzimmel fragmentalt DRIP mintak
Osszehasonlitasakor statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p = 0,0002) talaltunk a ROC
paraméterekben, ami azt sugallja, hogy az ultrahangos kezelés hatékonyabban
megkiilonboztethetévé teszi a valds pozitiv jelek és hamis pozitiv jelek elkiilonitését,
legalabbis a vizsgalt koriilmények kozott.

4.1.5. Az R-hurkok alapvet6 biologiai funciojara gyakorolt hatas.

A szuboptimalis DRIP kondiciok megakadalyozhatjdk a pontos bioldgiai funkcid
hozzéarendelését az R-hurkok jelentds részéhez. Bar a restrikcids enzimatikus emésztésbol
szarmazo atlagos DNS-fragmentméret illeszkedik a DRIP moddszer kovetelményeihez, azt
talaltuk, hogy a vagasi helyek gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt az intergénikus
régiokon beliil, hosszu restrikcios fragmentumokat hozva létre a fehérjekodold gének nyilt
leolvasasi kereteken. A restrikcidos enzim-felismerési szekvencidk nem-véletlenszerti
eloszldsdhoz kapcsolodo torzitott genomi mintavétel kifejezetteb volt az exonokon, kiilondsen
az elsé exonoknal. Az elsé exonok 82%-aban csak 0-1 megfeleld restrikcids hely talalhatd az
intergenikus régiokhoz képest (59%). A restrikcids enzim-vagohelyek emésztési
hatékonysagat ~ 50%-ra becsiiljiik az intergenikus régiokban, ami szignifikdnsan csokkent a
génkodolo régioknal. Kovetkezésképpen a megfeleld restrikcids helyektdl hidnyos génrégiok
hosszt DRIP fragmentumokként jelennek meg, amelyek potencidlisan veszélyeztetik a
modszer felbontasat. Az R-hurkok pontos genomikus helyzetét ultrahangos kezeléssel lehet
feloldani.
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4.2. Az Sppl SetlC alegység nuklearis dinamikaja elokésziti a meiotikus rekombinacios
helyeket a torés kialakulasahoz

4.2.1. Az Sppl statikus és dinamikus kromoszoma-kotési kinetikat mutat a meiozis
soran

Az Sppl a meiotikus profazis alatt torténé kromatinkotési dinamikajanak megismerése
érdekében feltérképeztiik az epitoppal jeldlt Sppl és Bre2 kromoszémalis kotohelyeit ChIP
szekvenallasal szinkronizalt sporazd élesztOkulturdkban. A Bre2 eloszlasat proxyként
tartozo csucskészleteket meghataroztuk és rendeztiik, majd egyesitettiik, hogy 1étrehozzunk
egy konszenzusos kotohely készletet. A kromatink6td helyek atfedésének az elemzése azt
mutatta, hogy az Sppl csucsok ~46%-a egybeesik a Bre2-vel, jelezve a SetlC-hez tarsulo,
illetve attol fiiggetlen Sppl molekuldk csoportjat a meidzis soran.

Fontos megjegyezni, hogy az Sppl progressziv ndvekedést mutatott a Mer2
kotdhelyeken a meiotikus proféazis alatt, mig a Bre2 a sporulacios folyamat sordn teljesen
lecsokkent. Bar az egyediili Sppl kotohelyek sokkal dinamikusabbnak tlinnek, mint a kdzos
helyek, az utobbi csticsok sokkal magasabb ChIP jelet mutatnak, mint az Sppl vagy a Bre2-
hoz tartozo helyek.

Annak érdekében, hogy jobban megértésiik az Sppl dinamikéjat az idékinetikas Sppl
ChIP jeleken klaszteranalizist végeztiink, igy az azonositott kdtdhelyeket osztalyokba tudtuk
sorolni a hasonlésdguk alapjan. Két kinetikus csoportot kdnnyedén felismertiink az Sppl
csucs jelek iddbeli relativ valtozasan alapulva: dinamikus helyek, amelyek a meidzis
elérehaladtaval fokozatosan megjelentek vagy eltlintek, valamint statikus helyek, amelyek
allando kapcsolatban allnak az Sppl fehérjével. Ezeket a kiilonallo osztalyokat reprodukalta
egy olyan klaszterfliggetlen megkozelités, amely az Spp1 jelintenzitasok abszolut valtozésara
tamaszkodott az id6 fiiggvényében.

A funkciondlis elemzés azt mutatta, hogy i) a megjelend Sppl csicsok erdsen
feliilreprezentaltak a kromoszoma axialis helyein ii) az eltlind Sppl helyek RPG- és snoRNA-
génekben ¢és iii) az allando Spp!l csucsok erdsen kapcsolddnak az ncRNS-hez.

Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az Sppl dinamikus tulajdonsagai
korrelalnak a nem kanonikus (Set1C fiiggetlen) funkciokkal.

4.2.2. Az Spp1 kromatin kotésének funkcionalis vizsgalata a meiozis folyamata alatt.

Hogy megértsiik az Sppl kromatinkdtddés pontos molekuldris mechanizmusat,
megvizsgaltuk az SpplPHDA ¢és SpplCxxCA, valamint a H3R2A ¢és H3K4R mutansok
kotohelyeit. A 4-es lizin mutdcidja megakaddlyozza a H3K4 metilacidt, mig az arginin 2
alanin altali szubsztiticioja gatolja a H3K4me3 lerakodéasat. Mindkét modositas varhatdan az
Spp1PHDA mutacié meiotikus fenotipusait masolja le.

Idokinetikds meiotikus ChIP-seq-t végeztiink, ¢és leképeztik a SpplPHDA,
SpplCxxCA ¢és Sppl kotédését H3R2A / H3K4R mutiansokban. Amint azt az atfedések
mutatjak, mind a négy mutacié megsziinteti az Spp1 kotéhelyek mintegy 50% -at a vad tipusu
torzsben a meidzis soran.

A kovetkezd 1épésben az azonositott kotohelyeken tobbdimenzios skéaldzasi elemzést
alkalmaztunk, hogy kiemeljiikk az idébeli €és a sejttipus-specifikus kiilonbségeket az Sppl
kromoszémalis lokalizacioban. A vad tipusu sejtek és az Sppl PHD- és CxxC-domén
mutansok nagyon eltéré modon viselkednek a sporuldcié kezdetén, majd az elsé két draban
robosztus, gyors és azonos valtozast tapasztaltunk mind a vad tipusti, mind a mutans
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sejtekben. A folyamat végére minden egyes sejttipus a vad tipusu Sppl-hez hasonld
allapothoz konvergal.

A hisztonmuténs hattérben az Sppl kotéhelyek inkdbb a vad tipushoz hasonlitanak a
sporulacio elején. Ezt kdvetden gyors és dinamikus valtozasok kovetkeznek be az elsé néhany
oraban, Ggy, hogy mindkét mutans gyorsan eltavolodik a vad tipusu allapottdl. A folyamat
végére mindharom sejttipust mas Spp1 allapot jellemzi.

Ezutan elemeztiik az Sppl kotOhelyek atfedését funkcionalis genomi elemekkel
minden egyes mutansban. A kapott csucsok kiilonb6z6 genomi elemeken dusulnak és valtozo
atfedést mutatnak egymassal.

Fontos, hogy az 6sszes mutacié csokkenti az Sppl kotddését a tengelyfehérjékhez, és
megsziinteti a Mer2 interakciot a dinamikus Sppl csucsokkal. A PHDA mutins az RPG
géneknél extrém dusuldst mutat, ami kiemeli a PHD domén szerepét az Sppl RPG gének
eltavolitasaban. Hasonloképpen, a H3R2A ¢s a H3K4R mutansok specifikus Sppl dusulést
mutatnak a snoRNA génekben, jelezve, hogy a H3R2 ¢és H3K4 metilacio eldsegiti az Sppl
elttinését a sSnoRNS-rdl.

Azt is kimutattuk, hogy az Mer2 interakcidé a megjelend Sppl kotdhelyeken
megsziinik az Sppl1CxxCA, H3R2A ¢és H3K4R mutansokndl. Az Sppl PHD ujjdoménjének
inaktivalasa a vad tipusu sejtekben kimutatott Sppl csucsok koriilbeliil 75%-at megsziinteti,
azonban a fennmaradé SpplPHDA-helyek koriilbeliil fele tovabbra is jelentds Mer2 duasulast
mutat. Ez ellentétben van az SpplCxxCA kotéhelyekkel és a H3R2A / K4R mutaciok
hatasaval, amelyek nyilvanvaléan megakaddlyozzdk a Mer2 dusulast. Osszehasonlitasképpen
elemeztiik a Mer2 kapcsolatat a klaszteranalizissel meghatarozott Bre2 kotOhelyek dinamikus
klasztereivel. A megjelend Bre2 kotohelyek felett egyértelmiien alacsony Mer2 jelet
azonositottunk.

Ezek az eredmények egyiittesen tovabb erdsitik a meiotikus DSB képzddés hurok-
tengely modelljét. Az Sppl a kromoszéma axialis helyekhez valé kihorgonyzdsodasdhoz
sziikség van: 1) az Sppl Mer2-kétd (CxxC) motivumara, ii) kisebb mértékben a PHD
ujjdoménre, ¢és iii) hiszton modositdsokra és modosithaté oldallancokra (H3K4me3,
H3R2me2s).
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5. Diszkusszio

5.1. RNS-DNS hibrid (R-hurok) immunprecipitacio: egy analitikus munkafolyamat a
benne rejlo torzitasok becslésére.

Tekintettel arra, hogy az RNS-DNS hibrid struktardk egyre nagyobb figyelmet kapnak
meglévd DRIP protokollok inherens torzitdsanak becsléséhez ¢és a technologia
hatékonysaganak felméréséhez. A ROC paraméterek objektiv mérdszamot szolgaltattak az
RNS-DNS hibridek jelenlétének vagy hidnydnak megjoslasanak hatékonysagara.

Elészor meghataroztuk a DRIP hozamokat az adott kisérleti rendszerekhez tobb
genomi régioban. Ez lehetdvé tette szamunkra, hogy rangsoroljuk a DRIP
munkafolyamatokat az alapjan, hogy hogyan képesek a komplex vagy gyenge DRIP-qPCR
jelek megkiilonbdztetni a hattérzajtdél nagy megbizhatdsaggal. A legmagasabb teljesitményii
kisérletek az aldbbiak voltak: 5, 13, 17 és 19. Azonban szdmos DRIP séma nem bizonyult
megbizhatonak, véletlenszerii valaszokat adtak: 2, 10, 11 és 16.

A DRIP Kkisérleti rendszer fobb paraméterei - a formaldehid keresztkotés, a sejtlizis
hémérséklet, a nukleinsav izolalds, a szabad RNS-eltavolitds és a DNS-fragmentacio
bevonasaval megallapitottuk, hogy a nukleinsav fragmentaldsa szonikalldsal és az RNazA
emésztés elhagyasaval javithatjuk az RNS-DNS hibridek detektalasanak a precizitasat és
specificitasat.

Ezutdn megmutattuk, hogy az enzimatikus fragmentéci6é a nagy DRIP fragmentumok
feliilreprezentaloddsdhoz vezet a kdodold régioknal, ami kiilondsen jellemzd volt az elsd
exonokon. Ez a jelenség erdsen befolyasolta a mddszer felbontasat, €s ezéltal az R-hurkok
tiszta biologiai funkcidinak meghatarozasat. Ezen tulmenden a torzitott genomi
mintavételezés szamos olyan molekularis biologiai technikat érint, amelyek a restrikcids
szekvenalas.

A fenti tapasztalatok alapjan a kovetkezd finomitasokat javasoljuk a DRIP kisérleti
rendszerekben az RNS-DNS hibridek pontos becsléséhez: 1. HCHO fixacié és RNaz A
kezelés elhagyasa, nukleinsav izolalasa szilicium-dioxid membran (kit) tisztidssal, nukleinsav
fragmentécidja ultrahanggal, majd immunprecipitacié S9.6 antitesttel. 2. Ha formaldehid
fixaciot alkalmazunk, javasoljuk az oldhaté kromatin el6készitését, és a preparatum
szonikalassal torténd szétdarabolasat, majd szerves extrakcidt €s immunprecipitaciot az S9.6
fragmens méreteloszlas gondos ellendrzését az immunprecipitacio elott.

Fontos eldfeltétel, hogy ajanlasaink a tanulméanyban vizsgalt kisérleti koriilményekre
vonatkoznak. Az 4ltalanositast el kell keriilni, mivel a kisérletben 1év6 kritikus paraméterek
megvaltoztatasa (példaul az S1 nukledz vagy lambda exonukledz emésztés vagy a
modellszervezet megvaltoztatasa) jelentésen befolydsolhatja az RNS-DNS hibrid detektélas
kimenetelét.

Osszefoglalva, a DRIP médszer tovabbra is aranystandard, amely az R-hurok régiok
azonositasara szolgal az egyes kromoszomakon, de folyamatos erdfeszitésre van sziikség
alternativak taldlasara és a kiegészité protokollok tesztelésére. Reméljiik, hogy ezt a célt
legalabb részben elérte ez a tanulmany, amely segit a valoés R-hurok kotési események
felismerésében, ¢s lehetdvé teszi a DRIP-seq térképezési adatok jobb értelmezését.

5.2. Az Spp1 kromatinkotésének funkcionalis vizsgalata a meiozis folyamata alatt.

Az Sppl kromoszomalis kotOhelyeinek azonositdsdval, valamint a SetlC Bre2-vel
torténd atfedése soran kideriilt, hogy az Sppl specifikus szubpopulacidja a SetlC-tdl
fiiggetlentil viselkedik a meiotikus progresszi6 soran.
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Emellett harom Sppl alosztalyt talaltunk kiilonb6z6 kotési affinitassal és dinamikaval:
megjelend, eltling és statikus alosztalyt. Az Sppl megjelend osztalya fokozatosan jelenik meg
Mer2/Redl kot6dd régiokban a meidzis sordn, ami de novo kolcsonhatdst mutat a
kromoszéma tengelyével. Ezek a tengely-proximalis hurkok lehetévé teszik a Spoll szdmara,
hogy DSB-ket generaljon. Az eltlind Sppl helyek a represszalt génekhez kapcsolddnak, ami
azt sugallja, hogy az Sppl felszabadulhat az represszalt génrdl, és alacsony dusulast mutat
Mer2/Red! helyeken. Erdekes modon, azt talaltuk, hogy az eltéiné helyek RPG és snoRNA
génekhez kapcsolddnak, amelyeket a sporulacids kdzegbe torténd atvitel utani elsd ordkban
atmenetileg elnyomnak.

Tovabba, megvizsgaltuk az Sppl specifikus fehérje motivumainak fontossagat és
szerepét a hurok-tengely kialakuldsa soran. Pontosabban, idékinetikds meiotikus ChIP-seq-et
végeztiink, és leképeztik a SpplPHDA, SpplCxxCA és Sppl kotdédését H3R2A/H3K4R
mutansokban. Eredményeink azt mutattak, hogy az SpplCxxCA mutansban a Mer2 duasulas
megakadalyozhatd az Ujonnan kialakult Sppl csucsok felett, és jelentdsen csokken az
Spp1PHDA mutansban. Ezek a funkcionalis adatok a PHD ¢és CxxC motivumok jelentdségére
utalnak. Erdekes moédon, amikor a H3R2 és H3K4 oldallancok mutalédnak H3R2A és
H3K4R-re, az Sppl-nek az axidlis helyekhez valo kotddése zavart szenved, mig az Sppl még
képes volt kolokalizalni a Mer2 fehérjével.

Osszefoglalva, a disszertacioban bemutatott megallapitésaink az Sppl-et dinamikus
kromatinkotési jellemzokkel rendelkezd sokrétii fehérjeként azonositjak, €s a meiotikus
kromatinszerkezet keretén beliil tovabb tdmogatjak a hurok-tengely modellt.
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6. Osszefoglalas

6.1. RNS-DNS hibrid (R-hurok) immunprecipitacio: egy analitikus munkafolyamat a
benne rejlo torzitasok becslésére.

Figyelembe véve a {6 kisérleti valtozokat (formaldehid keresztkoztés, sejtlizis
hémérséklet, nukleinsav izolalas, szabad RNS eltavolitds és DNS fragmentacio), 40
kiilonb6z6 DRIP séma érzékenységét és specificitasat vizsgéltuk tobb genomi
régioban. Osszességében azt taldltuk, hogy a nukleinsav fragmentalasa ultrahangos
kezeléssel és az RNaz A emésztés elhagyasa javithatja az RNS-DNS hibrid detektalas
specificitasat.

A DRIP-seq adatkészletek Osszehasonlité elemzése azt mutatta, hogy a restrikcios
enzim emésztés a hossza DRIP fragmentumok feliilreprezentalédasahoz vezet, ami
kiilonosen kifejezett az elsé exonokndl. Ez a torzitott genomi mintavételezés
befolydsolja a moddszer felbontdsat, ¢és hatdssal van az RNS-DNS hibridek egy

crer

6.2. Az Spp1 kromatin kotésének funkcionalis vizsgalata a meiodzis folyamata alatt.

Egy SetlC filiggetlen Sppl szubpopuléaciot azonositottunk a meiotikus progresszid
soran.

Iddkinetikas meiotikus ChIP-seq alkalmazéasaval, harom Sppl alosztalyt mutattunk ki,
melyek mindegyike kiilonb6z6 kromatinkdtési kinetikat (megjelend, eltind és
statikus) és biologiai funkciokat mutatott.

Az Spp1PHDA, Spp1CxxCA, H3R2A ¢és H3K4R mutansok elemzésével megmutattuk,
hogy az Sppl helyes lokalizacidja a kromoszomatengely helyekhez igényli: (1) az
Sppl Mer2-koté (CxxC) motivumat; (2) kisebb mértékben a PHD ujjdomént; és (3)
hisztonmddositasokat €s modosithato oldallancokat (H3K4me3 és H3R2me?2s).
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