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1. BEVEZETES

A genom szervezddésében van egy dltaldnos alapelv: az orokitdanyag egy limitélt
térfogatot foglal el, s hossza sokszorosan feliilmilnd az 6t tartalmazé kompartment
dimenzidit, ha nem szervezddne un. magasabbrendli struktirdkba. Mai tuddsunk szerint a
magasabbrendi kromatin szerkezet alapja a DNS molekula hurkos-doménekbe torténd
szervezOdése, amely a magstruktdra enigmatikus ,,nukledris matrix” koncepcidjaval hozhaté
Osszefiiggésbe. A 30-150 kbp méretli DNS régidkat formalé hurkok a kromatin szerkezeti
hierarchidjanak azon szintjét alkotjak, melynek fontos, am teljességgel feltaratlan funkcionalis
relevancidja lehet. A hurkok kihorgonyzédsi pontjai (angolul scaffold/matrix attachment
regions, S/MARs) gyakran promoterek, replikdcios origék, rekombinacds forré pontok
kozelében taldlhatéak, s egyre valdszinlibb, hogy alapvetd szerepet jatszanak kiilonféle
patolégids gén-atrendezddésekhez / kromoszéma aberrdcidkhoz vezeté folyamatokban. A
S/MAR szekvencidk meglepd sajatsdga a nagyfoki heterogenitdsuk és a konszenzus
szekvencidk hidnya; egyediili kivétel a topoizomerdz II enzim konszenzus szekvencidja,
amely az eddig megszekvendlt S'MAR-ok 85%-éban jelen van.

A kromatin hurkok kozvetleniil megfigyelheték az un. halo-kisérletek sordn, és
kromatin fragmenticids jelenségek kapcsan. Elobbi esetben sejteket nagy ionerdsségii
sooldattal extrahdlva un. halo-preparatumot nyerhetiink, amelyben a sejtmag maétrixhoz
rogziilo, illetve abbdl kibomld kromatin hurkok tomegét figyelhetjitkk meg. A kromatin hurok-
méretli darabokra torténd fragmentalédasa (hurok-méretit DNS fragmentacié) megfigyelhetd
mind apoptotikus sejtek, mind normal sejtek esetében - intenziv proteolitikus koriilmények
kozott: az ionos detergens és protedz, valamint kelédtor jelenlétében izoldlt DNS ~50 kbp-os
atlagos méretli, szemben az agardz-blokkban lizélt sejtekbdl szdrmazé DNS megabazisos

méretével, amely feltehetden a hurkok rogzitési pontjaindl torténd torés/hasadds eredménye.



Az akut és poszt-terapids leukémidk nagy részében a Mixed Lineage Leukemia (MLL)
gén mintegy 40 partnergén valamelyikével transzlokdlédik. Az MLL toréspont klaszter
régidja (breakpoint cluster régidja, ber) az 5. és 11. exonok kozotti 8.3 kb-os szakaszt dleli fel.
De novo leukémidkban az MLL BCR az 5.exon és a 8.intron els6 harmada kozotti teriileten
torik leggyakrabban, mig poszt-terdpids leukémidkban a 8. intron mdsodik harmada és a
11.exon kozotti szakaszon, ezen beliill leggyakrabban egy topoizomerdz II konszenzus
szekvencia kornyezetében, a 9. exonban. A bcr a mi szempontunkbdl az 50 kbp-os
fragmentaci6 toréspontjainak egy reprezentinsa, mely azért is érdekes, mert a leukemogenezis
egy sajatos, kisérleti stratégiank szempontjabol lényeges modellje épiil arra a tényre, hogy az
MLL ber apoptdzisban is tapasztalt preferencidlis hasaddsat olyan kimérikus transzkriptumok
megjelenése is kovette, melyek kromoszoma transzlokacié bekovetkezésére utaltak.

Munkank sordn a teljes kromatin dllomdnyon illetve az MLL bcr-en, mint modell
rendszeren azt az izgalmas hipotézist vizsgéltuk, amely szerint a hurok-méretli kromatin
fragmentdcioban érintett fragilis helyek egyben a kromoszéma rendellenességek,

transzlokdciok predilekcids helyei.



2. CELKITUZESEK

A magasabbrendli, hurok-szintii kromatinszerkezet kialakitisdnak nem
ismerjilk a mechanizmusat. Ebben jelent0s eldrelépést tehetiink, ha sikeriil
azonositani azokat a szekvencia motivumokat / karakterisztikus fehérjéket,
melyek az &ltalunk régdta vizsgalt kromatin fragmenticids jelenség hurok-
méretll periodicitdsat megmagyarazzak.

A korai apoptotikus fazisban taldlt MLL transzlokacidkat illegitim repair
folyamatokkal magyardzzdk, melyek a kurrens értelmezés szerint
megmentenék a sejtet a pusztulastol, daganatos transzformacié aran (,,abortiv”
apoptdzis modell). A téréspontok és a topoizomeraz I kétohelyek MLL régién
beliili finom eloszldsdnak vizsgalata sordn azt reméljiik megtudni, hogy
létezik-e a fragmentidciés pontoknak egy jOl meghatdrozott halmaza a
kromatinon, melyek az dtrendezddések predilekcids helyeiként fungélnak.
Kiilonb6z6 tipusi rdkos megbetegedéseknél szdmos gén epigenetikus
szabdlyozasaban specifikus diszregulacié figyelheté meg. Az MLL hiszton-
modifikéacidinak vizsgalata kiilonosen indokolt azokban az esetekben, amikor a
citosztatikus kezelést kovetden, foleg topoizomeradz Il gitlészerek alkalmazasa
esetén a betegek jelentds szazalékaban varhat6 masodik daganatos vagy
leukémids betegség kialakuldsa. Ezért célul tliztik ki egy dj, ChIP-mintdk
kiértékelésére alkalmas dramlési citometrids platform kifejlesztését (,,ChIP-on-
beads”), amely a rutin diagnosztikai laboratériumok szdmadra a real time QPCR
egy olcsobb alternativdjat kindlja a kiilonféle betegségek aetioldgidjaban

szerepet jatszo epigenetikai markerek szlrésére és monitorozasara.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Tobb sejtvonalban (Jurkat, ML-1, HL-60, DC3F, Hela, NIH3T3) és emberi periférids
limfocitdkban (PBL) egy 1j eljarassal (field inversion single-cell gelelectrophoresis, FI-
SSGE) egyedi sejtek szintjén detektdltuk a kromatin hurkok mag-matrixr6l torténd
lecsatoloddsat illetve a hurok-méretii fragmentéaciot. Az eredményeket konfokalis
1ézerpasztizé mikroszképidval (CLSM) vizualizéltuk, illetve 1ézerpdszdz6 citometridval
(LSC) kvantifikaltuk.

A hurok-lehorgonyzasi pontokra jellemzé DNS-végeket in situ nick transzldciéval
karakterizéltuk.

A toréspontok sejtmagon beliili topografiajat a halo-FISH kisérletekkel lokalizaltuk. Primer
extenzioval térképeztilk a kromoszéma atrendezédéseket bevezetd DNS-hasitdsokat, illetve
sejtmag extraktumokkal végzett in vitro assay-kben teszteltiik az MLL ber fragilitidsit okozé
faktorokat.

A toréspont klaszterre jellemz0 hiszton-kédot és az egyik legjellegzetesebb S/MAR-fehérje, a
topoizomerdz Il enzim szerepét kromatin immunoprecipiticiéval (ChIP), a bcr-en beliili
heterogén kromatin szerkezet kiilonféle genotoxikus dgensekre adott vdlaszat real-time pcr-al
(QPCR) vizsgaltuk.

Az MLL és a szoveti transzglutamindz 2 (TGM?2) gén epigenetikus markereit egy 1j, aramlasi
citomeria és PCR kombindciéjan alapulé kvantitativ mddszerrel (,, ChIP-on-beads”)
vizsgéltuk. Kisérleteinktdl azt reméljiik, hogy a flow citometrids diagnosztikai laboratériumok
a ChIP-on-beads technikdval a daganatos betegségek kezelésére haszndlt kemoterdpids

protokollok hatédsét érzékenyebb, finomabb mddon tesztelhetik a jovOben.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

L

Munkdnk sordn biofizikai és molekuldris sejtbioldgiai moédszereket alkalmazva elsdként
vizualizltuk és kvantifikdltuk egészséges, nem-apoptotikus sejtekben a teljes kromatin
allomanyt érint0 hurok-méretli fragmentaciét. Kimutattuk, hogy a kromatin-hurkokat
lehorgonyzé sejtmag matrix preformalt nick-klasztereket tartalmaz. Ezen fékuszok (/)
intenziven jelolhetdek DNS polimerdz I enzimmel, amely egyontetii 3°’OH-végek jelenlétére
utal, (2) egyaltalan nem jelolhetéek Klenow enzimmel vagy termindlis transzferazzal (TdT),
amely kizdrja a dupla-szdl torések és hosszabb egyszal-folytonossaghianyok (gap-ek)
jelenlétét, azonban (3) szignifikédns jel6l6dést kapunk mind Klenow enzimmel illetve TdT-vel,
ha a halo prepardtumokat elézetesen ribonukleolitikus kezelésnek tessziik ki (RNase A, ldg,
Exo III). Az RNéz-kezelés hatdsira megjelend Klenow / TdT pozitivitds specifikus RNaz
inhibitorral kivédhetd. Ezen adatok arra utalnak, hogy a sejtmag matrix fibrogranuldris
RNS/ribonukleoprotein halézata kapcsolatban van a kromatin hurkok lehorgonyzasi
pontjaival, stabilizdlva az ott jelen 1év6 egyszal-folytonossag hidnyokat. Feltevésiink szerint a
nick-RNS/RNP kontaktus 1étfontossagii ezen nick-ek fenntartisiban, mivel igy a repair
rendszer nem ismeri fel az RNS/RNP-vel maszkirozott DNS-végeket. A nick-fékuszok,
strukturdlis szerepiik mellett, kiinduldsi pontjai lehetnek a kiilonféle fiziologids folyamatok
(pl. apoptézis, rekombinacié) és nem fizioldgids stressz-hatdsok (pl. xenobiotikumok,
kemoterdpids szerek) sordn megfigyelhetd — és agaréz-blokkba dgyazott sejtek S1-nukledz
emésztésével is reprodukdlhatd hurok-méretii DNS fragmentacidnak.

A Jurkat ill. az ML-1 emberi sejtvonalak kozotti egyik 1ényeges kiilonbség az MLL
gén transzlokdlt volta az utobbiban. Halo-FISH kisérleteink azt mutattdk, hogy Jurkat

sejtekben illetve PBL-ben a normal (germline) MLL ber jellegzetes, diszkrét médon



fragmentalodik a halo képzdédés soran. A fragmenticié ~50 kbp-onként manifesztalodik a
kromatin hurkok kihorgonyzasi pontjain perzisztilé nick-ek mentén. Az MLL gént
atrendezd6dott konfigurdcidban (tMLL) tartalmazé ML-1 sejtek esetében, ill. centromérikus
szonda esetén jelentdsen eltérd fragmentdcidés mintdzatot (hurok-struktirat) kaptunk. A
kromatin hurok-méretti fragilitdsa nem a sejtproliferacié (S-fazis) kévetkezménye, viszont
szoros korreldcidt mutatott a vizsgalt régidk (/) transzkripciés aktivitdsaval, (2) DNaz
szenzitivitasdval, illetve (3) egyes hiszton-moédositdsokkal. Kimutattuk, hogy az MLL bcr-en -
S/MAR-fehérje koté kapacitdsa miatt - specidlis DNS-fehérje interakciok alakulhatnak ki.
ChIP kisérleteink szerint (/) a topoizomerdz II enzim preferencidlisan (aszimmetrikusan)
kotédik a mind a germline és transzlokalt MLL-bcr telomerikus szakaszdhoz, (2) az
etoposide-kezelés egy fellazult kromatin-szerkezet kialakitdsa révén (megnovekedett H3K4
metilaci6é / H3Kcetil4cid illetve DNaz szenzitivitas) kozvetetten megnoveli a ber-hez kotddo
topo II mennyiségét. Ez az adatsor, és az a tény, hogy az ~50 kbp fragmentum végek
konszenzus szekvencidja az MLL breakpoint cluster régi6 egyik hot-spotja, egy erds
topoizomerdz II kotohely szekvencidjaval jelentds egyezést mutat, aldtdmasztjdk azt a
lehetdséget, hogy az enzim egyes izoformadi, szubpopuldciéi valamilyen, a hurokszeri
periodicitdssal korrelalé kotodést mutathat a kromatin mentén.

Kisérletei eredményei alapjan feltételezziik, hogy RNS-sel maszkirozott egyszal
folytonossaghianyok, nick-ek hatdroljak a kromatin hurkos-doméneit, és ezen, mindkét szalon
a hurkok hatdrandl halmoz6dé nick-ek mentén ds fragmenticiéo kovetkezik be, amint
megsziinik a kromatinba szervezett dllapot. Az MLL bcr esetében a topoizomerdz II enzim—

nukledz és ligdz aktivitdsai révén-, poziciondlhatja és hozhatja létre a nick-eket.



I1.

Metodikai fejlesztésiink, az dltalunk ,,ChIP-on-beads”-nek nevezett dramlasi citometrids ChIP
kiértékeld modszer - a QPCR technolégidhoz hasonléan - megbizhaté képet ad a vizsgalt
gének epigenetikai dllapotardl. Az dltalunk kidolgozott 4j moédszer segitségével a H4 hiszton
acetilacidjinak, illetve a H3 hiszton metildciéjdnak magas szintjét mutattuk ki az MLL és
TGM2 gének prométer régidiban. Ezek a modifikdcidk szignifikdnsan lecsokkentek apoptdzis
soran, ami egyiitt jart a TGM2 és MLL mRNS-ek kifejezddésének csokkenésével. A ChIP-on-
beads-nek technika megfeleld késziilékkel (pl:Becton Dickinson FACSarray) nagyszdmu
minta egyideji vizsgdlatara alkalmas, amely reményeink szerint lehetové teszi a kiilonféle
daganatok progresszidjara karakterisztikus epigenetikus markerek vizsgalatat a klinikai rutin

diagnosztikaban.
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