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1. BEVEZETES

1.1 Az eukariota kromatin a nukleoszomak és hisztonok szintjén

1974-ben Kornberg, Olins és D. Olins tanulmanyai megallapitottak, hogy a kromatin ismétl6d6
hiszton-oligomer egységekbdl épiil fel, amelyek rugalmas lancként alkotjak a kromatinszalakat.
Kimutattak, hogy ezek az egységek a nukleoszomak, amelyek két-két kopia H2A, H2B, H3 ¢és
H4 hiszton fehérjébdl és ezen oktamer koré, 1,65 fordulattal tekered6 145-147 bp hosszasagu
szuperhelikalis DNS szalbol épiilnek fel. Az oktamerben a hisztonok egy (H3-H4)2 tetramert
képeznek, amelyet a H2A-H2B dimer szegélyez. Az ismétlédé nukleoszomak egy 10-90 bp
hosszusagu linker DNS-sel kotddnek Ossze és a kromatin magasabb rendi struktirajaba
¢épiilnek, melyet a HI linker hiszton stabilizal.

A nukleoszéma mag részét és a vele kolcsonhatdé DNS-t 1997-ben rontgen-krisztallografias
modszerrel karakterizaltdk. A tanulmény részletesen ismertette a DNS kettds hélix kis arok és
a hiszton fold domén kozotti kolcsonhatasokat, tobbek kozott elektrosztatikus
kolcsonhatasokat, hidrogénkotéseket és nem polaris kdlcsonhatdsokat. A nukleoszéma tipikus
jellemzoi a flexibilis hisztonvégek, melyek athaladnak a szuperhélix felett és kozott. A
nukleoszoéma ezen N-terminusai szabalyozd szerepet toltenek be a hiszton poszt-transzlacios
modositasok révén, €s mechanisztikus szerepet jatszanak a DNS-dinamika ¢€s a nukleoszoma-
konformacio szabalyozasaban.

Proteomikai és genomikai tulajdonségaik alapjan a hisztonfehérjék két csoportba sorolhatok:
kanonikus hisztonok és hiszton varidnsok. A kanonikus hisztonfehérjék koz¢ tartoznak a f6
magi hisztonok: H2A, H2B, H3 (H3.1 és H3.2 human) és H4. Az allati sejtekben a hisztonokat
kodolo gének 1smétlodd tombokben csoportosulnak, és transzkripcidjuk szorosan kapcsolodik
a DNS-replikaciohoz. Ezzel ellentétben a nem kanonikus hiszton varidnsokat egyetlen, vagy
alacsony kopiaszamu gének kodoljak, melyek replikacio-fiiggetlen modon expresszalédnak a

sejtciklus soran. A hiszton variansok szamos folyamatban szerepet jatszanak, beleértve a DNS-



javitast, a meiotikus rekombinacidt, a kromoszomaszegregaciot, a transzkripcids iniciaciot €s

terminaciot, vagy a nemi kromoszdémakondenzaciot.

1.2 Hiszton poszt-transzlacios modositasok és hiszton lizin metilaciok

A hisztonok poszt-transzlacios modositasai jelentésen befolyasoljak a kromatinmiikodést,
finomhangolaséhoz, beleértve a transzkripcid, a DNS javité mechanizmusok, a DNS replikacio
¢s a meiotikus folyamatok szabalyozasat. A hisztonokon legalabb nyolc kiilonféle mddositas
talalhatd (acetilacio, lizin metilacid, arginin metilacio, foszforilacio, ubikvitinilacid,
szumoilacié, ADP ribozilaci6, deiminacidé €s prolinizomerizacid). A hisztonmoddositasok
bioldgiai kimenetele egyrészt lehet a nukleoszomalis szerkezet kozvetlen fizikai modulacidja,
vagy platformok biztositasa downstream "olvasd" vagy "effektor" fehérjék részére. A
modositasok dinamikusak, specifikus enzimek képesek eltavolitani Oket. A hisztonokat
modositd enzimek preferencidit azok az enzimkomplexek hatdrozzak meg, amelyekben
funkciojukat ellatjak. Az enzimkomplexben miikodo fehérjék hatassal lehetnek az
enzimkomplex szubsztrat preferencidjara (nukleoszomalis vagy szabad hisztonok), a
modositand6é aminosavra és a metilacios allapot mértékére (mono-, di- vagy tri-metilaltak).

A lizin és arginin oldallancok metilcsoportokkal torténé modositdsa szamos bioldgiai
folyamatban fontos szerepet jatszik. Emldsok esetében a H3 hiszton K4, K9, K27, K36 és a H4
hiszton K79 oldallancai nevezetes metilacios poziciok. A modositasok koziil a H3K4 és a
H3K27 trimetilacié a két leginkabb vizsgalt lizinmodositas. A H3K4me3 a gének 5'-végén
helyezkedik el, és egy rendkiviil konzervativ, az élesztoktdl az emberig az aktiv géndtirdsra
utald epigenetikai jel. A transzkripcios start helyek koriili eléforduldsai nagymértékben
korreldlnak a transzkripcid aktivacigjaval. A H3K4me3 trimetilacid a transzkripciot

nukleoszéma-atalakito fehérjék és hisztonmddositd enzimek toborzasaval segiti eld. Ezenkiviil,



a H3K4me3 élesztokben részt vesz a meiotikus rekombinacié inicializalasaban, valamint
limfocitakban a V(D)J rekombinacié promotalasaban a RAG2 fehérje PHD doménjének
kotésén keresztiil. A H3K4me3 trimetilacioval ellentétben a H3K27me3 gyakran szerepet
jatszik a géncsendesitésben, kiilondsen a nem kivant differencialodési utvonalak elnyomasaban
a sejtvonal-specifikacio soran. A H3K27me3 modositas révén bekovetkezd represszalt
génexpresszid a Polycomb repressziv komplex 2 (PRC2) lizin-metiltranszferaz aktivitdsanak
koszonhetd, amely preferencialisan CpG gazdag promoter régiokban helyezi el a modifikaciot.
A H3K27me3 trimetilacidhoz kothetd csendesitési folyamatok kozé tartozik a homeotikus

gének gatlasa, a genomikus imprinting €s az X kromoszoma inaktivacio.

1.3 A trithorax és polycomb fehérjék

Az ecetmuslicaban (Drosophila melanogaster) a Trithorax-csoport (TrxG) és a Polycomb-
csoport (PcG) fehérjéi az anteroposterior tengely sejt- és szelvényidentitasdit meghatarozo
homeotikus gének aktivatorai és represszorai. A TrxG és PcG fehérjék bar ellentétes szerepet
jatszanak a homeotikus génszabalyozasban, k6zos vonasuk, hogy jelentds résziik rendelkezik
egy SET-domén nevii, 130-140 aminosavbol felépiild6 motivummal. Tobbségiik evolucios
szempontbol konzervalodott az emldsokben, és az ecetmuslicdhoz hasonldé modon
szabalyoznak. Mindkét komplex régota Osszefliggésbe hozhatd kiillonbozé daganatos
megbetegedések kialakuldsaval.

A PcG fehérjékhez funkciondlisan két kiilon komplex kothetd: PRC1 és PRC2. Mindkét
komplex hisztonmddositasokat indukalé katalitikus alegységeket tartalmaz. A PRC1 E3 ligaz
aktivitasa a H2AK119ul mono-ubikvitinaciot katalizalja, mig a PRC2 az Ezh2 katalitikus
egységen keresztiil mono- ¢és dimetilalja a H3K27-es lizint (H3K27me2/3). A PRC2 komplex
Osszetétele dinamikus. Egyrészt a H3K27me3 modositasért és enzimatikus aktivitasért felelds

alegységeket tartalmazza, masrészt rendelkezik a holoenzim funkciot szabalyozd szamos



kiegészit6 alegységgel. Az emlds PRC2 komplex f6 komponensei a Suz12, az EED és az Ezh2
(kolcsonosen kizarva az Ezh1 izotipussal).

Az élesztbgombaban (Saccharomyces cerevisiae) az 6sszes H3K4 metilaciot egyetlen SET1
komplex alkotja, amelynek neve COMPASS (Complex Proteins Associated with Setl). A
COMPASS egy azonositott MLL homolég, mely hét 25-130 kDa molekulasulyu polipeptidbol
épil fel. Az egyik leginkabb emlitésre mélto6 COMPASS alegység az Sppl, amely nemcsak
szabalyozza az enzim katalitikus aktivitdsat, hanem kozvetiti a H3K4me3 bioldgiai hatasat is a
meiotikus kettds szaltorések képzodése soran. Az Sppl miutan kdlcsonhatasba 1ép a H3K4me3
¢s a Mer2 enzimmel, eldsegiti a meiotikus kettds szali torések inicializalasat a kromoszoma

tengelyen, rekrutalva a Spol1 transzészterazt, amely elvégzi a kettds szal hasitasat.

1.4. A PRC2 komplex szerepe a glioma progresszioban

A gyermekkori gliomakban koriilbeliil 70%-80% gyakorisaggal jelenik meg szomatikus
mutacio a H3.3 és H3.1 hisztonfehérjéken. Ezek a mutaciok a H3 hiszton N-terminalis végén
okoznak aminosavszubsztiticiot (K27M ¢és G34R/G34V) ¢és kimondottan gyakoriak a
glioblastoma multiformeban (GBM) gyermekek és fiatal felndttek korében. Mind az anatdmiai
lokalizacioban, mind az idobeli el6fordulasukban korlatozottak. A K27M tumorok elsdésorban
kozépvonali elhelyezkedésiiek (gerincveld, talamusz, hid, agytorzs), mig a G34R/V mutacidval
rendelkez0 daganatok tobbnyire az agyféltekékben helyezkednek el (frontalis, parietalis,
occipitalis vagy temporalis lebenyek). A K27M meghatarozd szerepet jatszik a repressziv
H3K27 metilaciok globalis gatlasaban. Ennek magyarazata, hogy a metionin megkdti és
stabilizadlja a PRC2 enzimkomplexet, igy megakadéalyozza a metilcsoportok elhelyezését. A
H3K27M metionin és az Ezh2 Xkatalitikus alegység kozotti kotédést és interakciot
immunprecipitacios kisérletekkel és kotddési partner analizissel mutattak ki fotoreaktiv, K27M

mutacioval rendelkezd peptidek segitségével.



1.5. Az MLL komplex szerepe a glioma progresszioban

Az MLL2 ¢és az MLL3 inaktivald6 mutéacidit a gyermek medulloblasztomak 16%-aban
azonositottak. Ezeknek a mutacioknak a tobbsége (nonszensz, inszercio-delécids vagy splicing
mutaciok) olyan fehérjetermékeket eredményez, amelyek nem tartalmazzék a kulcsfontossagu
metiltranszferaz-domént. Parsons és munkatarsai bizonyitottak, hogy az MII tvonalak fontos
szerepet toltenek be a medulloblasztomak kialakulasdban, és hogy az MII2 és az MII3
tumorszuppresszor szerepet toltenek be. Ezenkiviil van egy azonositott MII-Homeobox tengely,
amely jelentdsen hozzajarul a glioblasztomak daganatos dssejtjeinek tumorigén viselkedéséhez.
Az MIl kozvetleniil aktivalja a HOXA10 Homeobox gént, mely aktivalja a downstream
Homeobox héldzatot és mas tumorigenezissel kapcsolatban mar karakterizalt géneket. Az
MLLI expresszids szintje szintén magasabb a glioma Ossejtekben, mint a nem Ossejt-eredetii

daganatsejtekben.

2. CELKITUZESEK

Fo céljaim a kovetkezok voltak:

* A H3K27M nukleoszémak in vitro rekonstiticidja és a metionin mutacio, illetve az Ezh2
metiltranszferaz nukleoszoma-konforméciora kifejtett hatadsdnak tanulmanyozasa Forster-
tipusu rezonancia-energiatranszfer modszer alkalmazaséaval.

« A H3.3K27M sejtmagi eloszlasanak vizsgalata €16 sejtekben konfokalis 1ézer pasztdzo
mikroszkop segitségével és a kromatinba épiilt H3.3K27M hiszton fehérjék sofiiggd elucios
profiljanak meghatarozasa 1ézer pasztazo citometriaval.

* A H3K27M hisztonokat expresszaldo Saccharomyces cerevisiae torzsek életképességének

vizsgalata.



* A vad tipustt H3.3 és a H3.3K27M hisztonok diffizids tulajdonsdgainak meghatarozasa FCS
¢s FRAP moédszerekkel. A mutans hisztonok és az Ezh2 fehérje transzkripcids kapcsolatainak
a leirasa.

* Az Sppl és Setl COMPASS alegységek diffuizios tulajdonsagainak jellemzése FCS és FRAP
modszerekkel.

* Az Sppl kromatinkétddési dinamikdjanak és turnover ratdjanak kvantitativ elemzése

meiotikus koriilmények mellett kompeticios ChIP-Seq alkalmazasaval.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. In vitro nukleoszéma-rekonstitiicio

A 170 bp hosszusagu, fluoreszcensen jelolt Widom-601 pozicional6 PCR-amplikont és
rekombinans Xenopus laevis hisztonfehérjéket felhasznalva vad tipusa H3 hisztont vagy
mutans, H3K27M hisztont tartalmazo nukleoszomakat rekonstitualtunk. Roviden, a tisztitott
hiszton-oktamereket 2 M NaCl-TE pufferben helyeztiik el a pozicionaldo DNS fragmenttel, és
lasst dializissel, 5 mM NaCl-TE-ben indukaltuk a nukleoszémak kialakulasat. Energiatranszfer
kisérleteinkben a pozicionald6 DNS fragment a timin nukleobéazisoknal a C6-linkeren keresztiil
volt jeldlve, a nukleoszoma tengelyhez viszonyitva -53 (Alexa 594) és +41 pozicidoban (Alexa
488). Sziikség esetén az aggregacio elkeriilése érdekében a DNS-t a hiszton-oktamer molekula
aranyhoz optimalizaltuk 1:1,5 és 1:1,8 molarany kozott. A rekonstiticiot kovetden a
nukleoszéma-koncentraciot Cary 4E spektrofotométerrel hataroztuk meg. A nukleoszéma

mindségét nativ PAGE segitségével validaltuk.

3.2. Bulk FRET (upsFRET) analizis mikrolemez szkenning médszerrel
Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az atlag proximitdsi aranyt a fluoroforok kozott a

nukleoszéma-populédcid szintjén, Typhoon 9400 (GE Healthcare) fluoreszcens szkennert

cre
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inkubaltuk 384-lyukt mikrolemezen (upsFRET). A jel6lt nukleoszémak végsd koncentracioja
koriilbeliil 1 nM volt. A fluoreszcens emissziot harom spektralis csatornaban detektaltuk: donor
csatorna (gerjesztés 488 nm-en, detektalas 500-540 nm-en); akceptor csatorna (gerjesztés 532
nm-nél, detektalas 595-625 nm-en); energiatranszfer csatorna (gerjesztés 488 nm-en, detektalas
595-625 nm-nél). A két fotomultiplikalo cs6 (PMT) detektalasi fesziiltségét 600 V és 700 V
kozott allitottuk be. A proximitasi aranyokat az egyes felvett képek intenzitdsanak értéke

alapjan szamitottuk aki. A korrekcios tényezdket minden mérés elott meghataroztuk.

3.3. Single-pair FRET Kkisérletek

Az spFRET mérésekhez az intakt nukleoszomakat frissen higitottuk 0,02 pm-es sztirével szirt
kisérleti pufferben, amely tartalmazott kiilonb6z6 koncentracioban NaCl-t, 10 mM Tris-HCI-t,
0,1 mM EDTA-t (pH 7,5) és kiegészitettiik 0,01% Nonidet P40-nel és 1 mM aszkorbinsavval,
hogy elkeriiljik a fluorofor kiégését. A nukleoszomakat 384-lyukti mikrolemezekbe
(SensoPlate Plus, Greiner Bio-One) helyeztiik el, melyeket elétte Sigmacote®-tal (Sigma-
Aldrich) passzivaltunk. A jelzett nukleoszomak végkoncentracioja koriilbeliil 50 pM volt,
amelyet kiegészitettlink 250 pM jeloletlen nukleoszémaval, hogy megakadalyozzuk az
alacsony nukleoszoma koncentracié okozta disszociaciot. A kisérleteket specialis konfokalis
rendszer alkalmazasaval végeztiik el 491 nm-es lézerrel (Cobolt) folyamatos gerjesztés mellett.
A burst analizis el6tt a nukleoszomakat Ezh2 komplexszel (Active Motif, Ezh2, Eedl, Suz12
alegység) vagy Ezh2 komplex nélkiil, 60 percen keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten
kisérleti pufferben. A donor gerjesztés utan a fluoreszcens emissziot két detektald ablakra
kiilonitettiik el, a donor (520-560 nm) és akceptor (> 600 nm) fluoroféroknak megfeleléen. A
kibocsatott fotonokat két lavina fotodidda detektor (APD, Perkin Elmer Optoelectronics)
gyljtotte Ossze. Az egyedi molekuladetektalas TimeHarp2000-rel (PicoQuant) tortént, €és a

Frettchen szoftverrel elemeztiikk tigy, hogy egy eseményt (burst) legalabb 50 fotononként



definialtunk, 120 ps-nal rovidebb, kdlcsonds elvalasztasi idé mellett. A proximitasi arany (P)
hisztogramokat a kivalasztott egyedi események alapjan készitettiik el €s IGOR Pro szoftverrel
(WaveMetrics) elemeztiik. P a fluoroforok kozoétti tdvolsag fliggvényében kapcsolodik az
energiaatvitel hatékonysdgahoz. Mind az spFRET, mind a bulk rendszer esetében a P
meghatarozasahoz sziikséges korrekcios tényezoket (hattérintenzitas és cross-talk események)

fliggetlen mérésekkel hataroztuk meg.

3.4. In situ soelicios vizsgalat 1ézer pasztazo citométerrel (LSC)

A pEGFP-N1-H3.3 vagy pEGFP-N1-H3.3K27M konstruktot konstitutivan expresszalo HeLa
sejteket 8 iiregli kamraba (Ibidi, Martinsried, Németorszadg) agyaztuk be ¢és kvantitativ
mikroszkopiaval tanulmanyoztuk sokezelést kovetden Imre €és mtsi. protokollja alapjan. A
soelucid tartomanya 0-1400 mM NacCl volt a hiszton eluciods kisérletekben és 0-400 mM NaCl
az Ezh2-t vizsgalo kisérletekben. A sokezelést kovetden a sejtmagban maradt EGFP-hisztonok

vagy immunjelolt Ezh2 fehérjék intenzitasat LSC-vel kvantifikaltuk.

3.5. A Kkontroll és H3K27M mutans Saccharomyces cerevisiae sejtek novekedése és
életképessége

A kontroll (H3 vad tipust), H3K27M ¢és K27R/Q mutans ¢€lesztdsejtek SK1 genomi hattérrel
rendelkeztek és egy plazmid kicseréld (plasmid shuffle) technikaval hoztuk létre Oket. A
sejteket optikai denzitds (OD600) alapjan 0,7-1,0 értékre novesztettiik, és tizszeres
sorozathigitdsokat alkalmazva kiilonb6zd metabolikus és stressz koriilmények kozott figyeltiik
meg szilard taptalajon. A koldnia méreteit két napos, 30 °C-on torténd nodvekedés utan
ellendriztiik. A kinetikus ndvekedési méréseket folyadékkultirdkban végeztiik, ugy, hogy az
optikai stiriségeket 25 oran keresztiil kovettiikk. Az 1,5-nél nagyobb OD600 értékeket higitott

tenyészetekbdl extrapolaltuk, és a higitasi tényezdvel korrigaltuk. A sporulaciét diploid

10



torzsekben indukaltuk, nem fermentalhat6 szénforrasként 1% (w/v) kalium-acetétot
alkalmazva. 24 o6ras sporulacio utan 30 °C-on az aszkusz zsakokat Zymolyase 20T (MP
Biomedicals) enzimmel emésztettilk 30 °C-on 10 percig, €és a tetradokat mikromanipulator
segitségével boncoltuk. A fertilitast (spoéra-életképesség) az éEletképes sporak szamanak

meghatarozasaval hataroztuk meg két napos ndvekedés utan YPD taptalajon.

3.6. Sejtkultara és transzfekcio

A Hela sejteket 10% (v/v) magzati borjuszérummal, 2 mM glutaminnal, penicillinnel és
sztreptomicinnel kiegészitett RPMI-1640 tapfolyadékban (Sigma, R5886) tenyésztettiik 5%
széndioxid koncentracié mellett. A H3.3K27M pontmutaciot egy pEGFP-N1-H3.3 ¢és
pmCherry-N1-H3.3 konstruktban hoztuk 1étre (quick change) mutagenezis technikaval. Az
Ezh2 plazmidok esetében, el6szor az NM_004456 (Ezh2) human ¢cDNS ORF-et (OriGene)
amplifikaltuk PCR segitségével, majd az amplikont pEGFP-N1 és pmCherry-N1 plazmidba
klonoztuk. A pEGFP-N1-H3.3/H3K27M, a pmCherry-N1-H3.3 / H3K27M tranziens és stabil
transzfekciokat onmagukban, vagy pEGFP-N1-Ezh2, vagy pmCherry-N1-Ezh2 kombinacidval
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) reagens vagy polietilén-imin (PEI-B) segitségével végeztiik
el a gyartd javaslatai szerint. Ahol jeleztiik, a sejteket kisérlet elétt 60 percig eldkezeltiik
actinomycin D-vel (Act D, 5 ug/ml), cikloheximiddel (CHX, 20 pg / ml) és flavopiridollal (flav,

100 nM).

3.7. Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopos (CLSM) analizis

A HelLa sejteket minden mérés el6tt 1%-os formaldehiddel fixaltuk. A CLSM képeket Olympus
FluoView 1000 konfokalis mikroszkdppal vettiik fel, amelyhez 60x olajimmerzios objektivet
(NA 1,35) hasznaltunk. A gerjesztési €s emisszios sziirok a kovetkezok voltak: EGFP, 488 nm

gerjesztés, 500-540 nm detektalas; mCherry, 543 nm gerjesztés, 600-680 nm detektalas. Tiz,
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0,7-1,1 um vastagsagu optikai szeletet gyiijtottiink minden egyes mag esetében, Kalman
szlirdmoédot alkalmazva a zaj és alternativ gerjesztés csokkentése érdekében és a cross-talk

kizarasara. A kolokalizacié mértékét az ImageJ program JACoP pluginjével szamoltuk ki.

3.8. Fluoreszcencia-visszatérés fotoelhalvanyodas utan (FRAP)

A FRAP méréseket HelLa sejtekben végeztiik Olympus FluoView 1000 IX-81 invertalt
konfokalis mikroszkdppal, UPlanAPO 60x (NA 1.2) vizimmerzios objektivvel. Az EGFP-1 488
nm-en gerjesztettiik argon-ion 1ézerrel és a fluoreszcenciat egy 500-550 nm-es savszirdn
detektaltuk. A hiszton FRAP mérésekben a H3.3-EGFP vagy a H3.3K27M-EGFP Hela
sejteket véletlenszerlien kivalasztottuk, és 6t eloképet készitettiink (256 x 256 képpontos
teriilet, 10x zoom, ~ 9 uW lézer teljesitmény), amelyet egy 500 ms-os kioltasi idével kovetett
egy 100%-os Iézer teljesitményii (900 uW) fotokioltas. Kioltasi régioknak négyzet alaku
teriileteket valasztottunk a magon beliil. Az elsé 90 percben a képeket tiz percenként, majd 30
percenként, legfeljebb 420 percig (7 6ra) gyljtottiik. A transzkripcidt flavopiridollal (100 nM)
vagy actinomycin D-vel (5 ug/ml), mig a transzlaciot cikloheximiddel (20 pg/ml) gatoltuk. A
kezelést 60 perccel a mérések kezdete elott végeztiik el. Az EZH2-EGFP FRAP-kisérleteket
hasonlo koriilmények kozott hajtottuk végre, mint a hiszton FRAP kisérleteket (a fotokioltas
paraméterei és a konfokalis beallitdsok azonosak voltak), azzal az eltéréssel, hogy a gyorsan
visszatérd EZH2-EGFP fluoreszcens jeleket csak tiz méasodpercig kdvettiik nyomon.

A sporulald élesztésejtekben elvégzett FRAP kisérletekhez (0-6 6ra SPM-ben) szintén
Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk a fenntebb leirt
paraméterekkel. A sporulacios tenyészetekbdl oranként vettiink mintakat, és a méréseket 1%
kalium-acetattal bevont mikroszkopos targylemezeken végeztiik el. A GFP-t a 488 nm-es
argon-ion lézerrel gerjesztettiik, és az 500-550 nm savateresztd szliron detektaltuk. A Set1-GFP

vagy Sppl-GFP fehérjéket expresszalo sejteket véletlenszeriien valasztottuk ki 100 pM CuSO4
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indukciot kovetden, majd 6t eloképet (256 x 256 képpontos teriilet, 15x zoom, ~ 9 uW 1ézer
teljesitmény) készitettiink €¢s 500 ms-os kioltasi id6 mellett, 100%-os 1ézer teljesitménnyel (900

uW) végeztiik el a sejtmag fotokioltasat. A képeket masodpercenként gytijtottiikk 1 percen at.

3.9. Fluoreszcencia-korrelacios spektroszkopia

A H3.3-EGFP-vel vagy H3.3K27M-EGFP-vel transzfektalt HeLa-sejteket fluoreszcencia-
korrelacids spektroszkopia (FCS) és konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal (CLSM)
kombinalt specialis fluoreszcencia-fluktuacios mikroszkoppal (FFM) analizaltuk. Az FFM FCS
modulbdl all, melyet egy UplanApo / IR 606 vizimmerzids objektivlencsével (NA 1.2) és egy
5%-0s COg2-dal dusitott, fix hémérsékletli inkubacidos kamraval ellatott invertalt IX-70
mikroszkoppal (Olympus, Hamburg, Németorszag) kombinaltak. Az EGFP fluoreszcens
gerjesztését Cobolt 1ézerrel (491 nm-en, 5-15 W kimend teljesitmény, 1 pW végsd gerjesztési
teljesitménny) végeztiik. Az EGFP-emisszidt egy 515-545 nm savateresztd sziiron detektaltuk
egy lavina fotodidda (APD) alkalmazasaval. A méréseket 37 °C-on végeztiik.

Az EZH2-EGFP-vel transzfektalt HelLa-sejteket az Olympus FluoView 1000 konfokalis
mikroszkoppal analizaltuk (a FRAP kisérletekben leirt modon). Az autokorrelacios gorbéket
egy ALV-5000E korreléacids kartyaval szamoltuk ki az egyes sejtekben harom, véletlenszertien
kivalasztott pontban elvégzett 10 x 8 masodperces mérést kovetden. Minden mérés
szobahdmérsékleten (22 °C) tortént.

A Setl és Sppl FCS kisérletekhez szintén az Olympus FluoView 1000 konfokalis
mikroszkopot hasznaltuk. Sporulalé élesztdsejteket mintavételeztiink minden 6raban folyékony
sporulacids tenyészetekbdl, és a sejteket 1% kalium-acetattal bevont mikroszkopos
targylemezekre cseppentettiik. Mérés el6tt a Setl/Sppl expressziot 100 uM CuSOs oldattal
indukaltuk. Az autokorrelacios gorbéket egy ALV-5000E korrelacios kartyaval szdmoltuk ki

az egyes magokban, harom véletlenszerlien kivalasztott pontban, 10 x 8 masodperces mérést
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kovetden. Gazdag taptalajon ndvesztett sejtek esetében, a sejteket A260 = 1,0 optikai denzités

értékig novesztettiik, és YPD agarral bevont targylemezen, indukciot kovetden mértiik.

3.10. Spp1l c-ChlIP kisérletek Saccharomyces cerevisiae élesztiosejtekben

Meiotikus élesztésejteket (4 x 107 sejt/ml) 50 ml térfogatban gyiijtdttiink Ossze a jelzett
idépontokban és 1% formaldehiddel 20 percig, szobahdémérsékleten fixaltuk. A reakciot 125
mmol glicinnel, 5 perces, szobahémérsékleten torténd inkubalassal allitottuk le, és a sejteket
haromszor jéghideg, 1x TBS, pH 7,5 (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl) oldatban
mostuk. Ezt kdvetden a sejteket 500 pl lizispufferben (50 mM Hepes, KOH pH 7,5, 140 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% Na-deoxikolat, 1 tabletta teljes protein inhibitor
koktél (Roche)), savval mosott tiveggyongyokkel lizaltuk 10 percig FastPrep bead beater
segitségével. A kromatinmintakat ultrahanggal (Bioruptor, Diagenode) fragmentaltuk 300 bp
méretlire. A teljes sejtextraktum eléréséhez kivettiink 50 pl immunoprecipitacio eldtti mintat,
¢s teljes sebességgel 10 masodpercig centrifugéltuk a sejttormelék elvalasztasahoz (feliiluszo =
teljes sejtextraktum). A tobbi mintat 20 masodpercig centrifugéaltuk (12000 fordulat/perc, 4 °C)
a sejttormelék elvalasztasdhoz. Az immunoprecipitaciot (IP) gy hajtottuk végre, hogy 450 ul
extraktumot adtunk a magneses protein G dynabeads (Dynal) pellethez, amelybdl 50 ul 2 x 107
gyongynek felelt meg. A gyongyoket eléinkubaltuk 9E11 (monoklonalis egér anti-myc, ab56,
Abcam) vagy anti-GFP (poliklonalis nyul, ab290, Abcam) antitestekkel egy ¢jszakan at 4 °C-
on. Az IP mintdkat kétszer mostuk lizispufferrel, kétszer 360 mM NaCl-dal kiegészitett
lizispufferrel, kétszer mosopufterrel (10 mM Tris HCI pH 8,0, 250 mM LiCl, 0,5% NP-40,
0,5% Na-deoxikolat, 1 mM EDTA) és végiil egyszer 1x TE-vel, pH 7,5, a Dynal magneses
szeparator segitségével. A keresztkotéseket TE-1% SDS oldatban oldottuk fel, egy éjszakan at,

65 °C-on. Ezutéan a fehérjéket proteinaz K-val (12 ul 20 mg/ml térzsoldat) emésztettiik 3 6ran
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at 65 °C-on. A nukleinsavakat PCR clean-up oszlopon tisztitottuk, majd RNS-emésztést (10 ug
RNaz) végeztiink 1 6ran at 37 °C-on. A DNS-t végiil 50 pl nukledzmentes dH20-ban oldottuk.
A szekvendld konyvtarakat az Illumina TruSeq ChIP mintaelOkészitési protokollja szerint
allitottuk el6. A konyvtarakat 50 bazisparos egyedi readekre szekvenaltuk Illumina HiScan SQ
(Debreceni Egyetem Genomikai Orvostudomanyi és Bioinformatikai Tanszéke); vagy Illumina

HiSeq 2500 (EMBL Genomics Core Facility, Heidelberg, Németorszag) szekvenatorral.

3.11. Turnover rata becslése c-ChIP adatokbol

Az Sppl kotési helyek atlagos lefedettségét (un. okkupancidjat) a GFP- és a MY C-kompeticios
ChlIP-seq adatok alapjan kiilonitettiik el minden egyes idopontban. Ezutan kiszamitottuk a
GFP/MYC okkupancia aranyokat, és exponencialis modellt illesztettiink rajuk. A modell
illesztése utan kiszamitottuk a becslések standard hibajat, és t-probat végeztiink a modell
illeszkedésének josaganak becslésére. Osszesen 977 kotdhelyet irtunk le a modellel (p-érték

<0,05).

4. EREDMENYEK

41. A K27M nukleoszomak szerkezeti analizise Forster-tipusi rezonancia-
energiatranszferrel (FRET)

A vad tipust nukleoszomék és a H3K27M nukleoszémak ekvilibrium stabilitdsat pypsFRET
technikaval tanulmanyoztuk. Az energiatranszfer proximitasi aranyait (P) fokozatosan novekvo
sokoncentraciok mellett szamoltuk ki, amellyel iranyitott modon a nukleoszomak
Osszehasonlitasat kovetden megallapitottuk, hogy a K27M mutacio kis mértékben csokkenti a
nukleoszomak sofliggd stabilitasat. A szerkezeti kiilonbség nem volt statisztikailag

szignifikans. Hasonldan, a rekombinans Ezh2-komplexszel (rekombinans Ezh2, EED és Suz12
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fehérjék) torténd kiegészitést kovetden a nukleoszoéma-stabilitisban nem mutattunk ki
valtozéasokat.

A soO-disszociacios méréseket spFRET technikdval is megismételtiilk, amely lehetévé tette
szamunkra, hogy nyomon kovessiik és megfigyeljilk a nukleoszomak lehetséges szerkezeti
szubpopulécidit. Az egyedi nukleoszomak szintjén a szétszerelési folyamat nem mutatott
szignifikans kiilonbséget vagy strukturalis heterogenitast a vad tipusu és a H3K27M mintak

kozott.

4.2. A H3.3K27M és Ezh2 in situ séelucids vizsgalata

Az in situ soelticios modszerrel sikeriilt 6sszehasonlitani a H3.3K27M hisztonokat tartalmazo
kromatin-inkorporalédott nukleoszomak stabilitdsat a beépiilt vad tipusu nukleoszomak
stabilitasaval szemben. Ezenkiviil egy optimalizalt s6-tartomanyban megfigyeltiik az Ezh2
elucios profiljat a vad tipustt H3.3 vagy H3.3K27M transzgénnel transzfektalt HeLa sejtekben.
Hérom fiiggetlen kisérlet alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a K27M szubsztitiucio
nem valtoztatta meg a H3.3 hiszton kromatin inkorporacios tulajdonsagat és hasonloképpen, az
Ezh2 elacios profilt sem befolyasolta. Vizsgalatunk azt erdsiti, hogy a mutacidé nem

befolyasolja a H3.3K27M hisztonok kromatin-beépiilését.

4.3. A K27M mutans hisztonok hatasa a H3K27M-t expresszalo élesztosejtek proliferativ
kapacitasara és stressztiirésére

A K27M pontmutaciot hordozé6 HHT2 gént (pCEN-ARS-hht2K27M-HHF2-TRP1 plazmid)
egy hhtlA recipiens torzsbe transzformaltuk, amely a H3 hisztont (Hht2) URA3 markerrel
ellatott plazmidrél (pCEN-ARS-HHT2-HHF2-URA3) expresszalta. A vad tipust urat+ és a
mutans trp+ plazmidokat plasmid shuffle technikaval cseréltiik ki, és a trp+/ura+ koldnidkat

tartottuk meg. A teszttorzsek ndvekedését és tulélését kinetikai €s végpontos novekedési
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vizsgalatban kovettiik nyomon, amelyeket kiillonb6z0 anyagcsere- és stressz-koriilmények
kozott végeztiink el. A sporulacio és a meiodzis folyamatat diploid K27M torzsekben teszteltiik
a differencialodasi képesség és a termékenység meghatarozasa céljabol. Hasonld névekedési
jellemzoket és stressztoleranciat véltiink felfedezni minden tesztelt kondicioban, ami azt
sugallja, hogy az ¢lesztésejtek alapvetd metabolikus folyamatait, javitdé mechanizmusait és

meiotikus differencialédasat nem zavarta meg a H3K27M hiszton homozigota expresszidja.

4.4. A vad tipusu és H3K27M nukleoszomak, illetve az Ezh2 nuklearis eloszlasanak
mikroszkopos analizise

Az Ezh2-t mCherry fluoreszcens fehérjével jeloltiik meg és a H3.3-EGFP vagy H3.3K27M-
EGFP fuzios fehérjével koexpresszaltuk ¢él6 Hela sejtekben. Konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkoppal (CLSM) az EZH2-mCherry szubcellularis eloszlasat tanulmanyoztuk a H3.3-
EGFP vagy H3.3K27M-EGFP eloszlashoz viszonyitva. A Manders’ kolokalizacios egylitthatok
alapjan az Ezh2 készlet fele koriilbeliil a H3.3 vagy H3.3K27M hisztonnal, mig a masik fele
kiilonallo nuklearis kompartmentekkel fedett at. Az actinomycin D és a flavopiridol kezelések
altal kivaltott transzkripcio gatlds, illetve a K27M mutacio jelenléte nem valtoztatta meg

jelentésen az Ezh2 kolocalizacidjanak és genomialis eloszlasanak mintazatat.

45. Az Ezh2 és a H3.3K27M kinetikai vizsgalata Kkiilonb6z6 térbeli és idébeli

felbontasokban
4.5.1. A H3.3K27M nukleoszomak és az Ezh2 kinetikajanak meghatarozasa élé sejtekben FRAP technikaval

Ahhoz, hogy az Ezh2, illetve a H3.3 és H3.3K27M hisztonok diffuzids tulajdonsagait
kiilonb6z6 térbeli €s idobeli felbontasokban leirjuk, kinetikai méréseket végeztiink el. El6 HeLa
sejteket, amelyek a hiszton H3.3-EGFP / H3.3K27M-EGFP fehérjéket stabilan expresszaltak
vagy az EZH2-EGFP fehérjét mutans vagy vadtipust H3.3-mCherry jelenlét mellett

expresszaltak, FRAP analizisnek vetettiik ala és meghataroztuk a H3.3 / H3.3K27M-EGFP,
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valamint az EZH2-EGFP mobilitasat és a mobilitas transzkripcio-fliggését kezeletlen és
transzkripcio-gatolt kondiciokban.

A H3.3 / H3.3K27M-EGFP fluoreszcencia visszatérése nem érte el a kezdeti, kioltas el6tti
értéket, mivel a legtobb hisztonmolekula a lassan cserélddé frakcioban maradt. Az actinomycin
D novelte a H3.3 és a H3.3K27M (55% ¢és 85% kozotti) immobilizalt (nem visszatérd)
frakcigjat, ami erds és kozvetlen kromatinkotést €s a transzkripcid folyamatahoz valé kotodését
sugallja.

Erdekes modon, a pTEFb (transzkripcié elongacios faktor) inhibitor flavopiridol nem
arra utal, hogy a naszcens RNS elongacidja nem lényeges a H3.3 kromatin-inkorporacidohoz. A
cikloheximid kezelés a kezeletlen mintdhoz hasonlé profilt eredményezett.

A statikus hisztonmolekulakkal ellentétben a flavopiridol és az actinomycin D kezelések az

Ezh2 stabil, nem-mobilis frakcidjanak kialakulasat eredményezték (15% ¢és 35%).

4.5.2. A H3.3K27M nukleoszomak és az Ezh2 kinetikajanak meghatarozasa €16 sejtekben FCS technikaval

A nukleoplazmdban szabadon diffundalé molekuldk gyors komponensének eloszlasa 61%
(SD=19) volt a H3.3-EGFP esetében és 56% (SD=20) a H3.3K27M-EGFP esetében. Ez a
mobilis pool a H3.3K27M-EGFP esetében 10%-kal nétt az actinomycin D kezelés hatasara
(p<0,05). Az atlagos diffuzios egyiitthaté (D) azonos volt a vad tipust és a K27M mutans
hisztonok kozott (3119 um?/s és 29+16 pm?/s, 37 °C-on mérve), és ezt az értéket nem
befolyasolta a transzkripci6 gatladsa vagy a gatolt fehérjeszintézis. A gyors komponens atlagos
frakcioja koriilbeliill 60% volt az EZH2-EGFP esetében, amely kissé megnovekedett a
H3.3K27M-mCherry (p<0,05) jelenlétében és a flavopiridol transzkripcido gatlasa utan
(p<0,05). A flavopiridol hatasdra az EZH2-EGFP nagyobb mobilitast is mutatott, amit a
flavopiridol kezelt sejtek megnovekedett EZH2-EGFP difftzids egyiitthatdja (p<0,05)

tiikrozott. Nem volt szignifikans kiilonbség a H3.3 / H3.3K27M-EGFP molekulék valds ¢€s
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latszélagos molekula tomege kozott (55,9 kDa / 49,26 kDa vs. 42,26 kDa). Ezzel szemben az
EZH2-EGFP koriilbeliil 10-szer nagyobb atlagos molekulatomeget mutatott, mint a fuzios

fehérje valos molekulatomege (1.221 kDa / 1.900 kDa vs. 102.36 kDa).

4.6. Az Spp1 és Setl COMPASS alegységek kinetikai vizsgalata FRAP és FCS technikaval
A COMPASS két alegységén, a Setl ¢és Sppl fehérjéken végeztink el FRAP és FCS
kisérleteket, hogy megallapitsuk kinetikai tulajdonsdgaikat. A FRAP alkalmazasaval a teljes
sejtmagot kioltottuk, és fluoreszcens visszatérést vizsgaltunk a meiozis els6é 6t orajaban SPM
sporulacios taptalajon €s exponencidlis fazisban YPD gazdag taptalajon. A GFP-Sppl és a
GFP-Setl intenzitas kevesebb mint 50 masodpercen beliil érte el a platod fazist. A FRAP jel fele
nem tért vissza a kezdeti kioltast kdvetden, jelezve, hogy az Sppl ¢€s a Setl ~ 50%-a szorosan
kotddik a kromatinhoz, reprezentalva az immobilis frakciot.

Az FCS mérések alapjan a gyors €s lassi komponensek eloszldsa nem mutatott kiilonbséget az
Spp1 és Setl kozott, azonban az Sppl atlagos diffuzios egylitthatoja (D) szignifikdnsan lassabb
volt a Setl-hez képest. A GFP-Setl latszolagos molekulastulya megegyezett a COMPASS (379
kDa) varhatdo molekulatomegével, mig a GFP-Sppl kb. 43-szor nagyobb molekulatomegi

(1764 kDa) volt a fuzids fehérje valds molekulatomegéhez képest.

4.7. Az Spp1 kromatin kotédés kvantitativ elemzése kompeticios ChIP alapjan

Létrehoztuk az Sppl egy konstitutiv és egy indukélhatdo izoforméjat a 9 x myc és GFP
epitopokkal ellatva a fehérjét. Az indukcid kivitelezéséhez egy indukalhaté allélt (pCUPI
promoter) hasznaltunk, amelyet réz hozzdadasaval tudtunk bekapcsolni a meidzis alatt.
Egymashoz koézel allo, meiotikus idOpontokban (4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 6ra SPM-ben)
mintavételeztiink, majd mindkét Sppl izoformat immunoprecipitaltuk anti-myc és anti-GFP

antitestek segitségével. Ezt kdvetden a kromatin kotddési helyeket a hagyomanyos ChIP-Seq
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kotéhely definialas alapjan hataroztuk meg. Az Sppl turnover ratajat kiszamitottuk a GFP (0
Spp1) és a myc (régi Sppl) ChIP jel ardnyanak meghatarozasaval és egy exponencialis modell
illesztésének a segitségével. Elemzésiink soran kideriilt, hogy az Sppl kotohelyek eltérd
kicserélodési dinamikat mutatnak a COMPASS (Sppl ¢és Bre2) kotéhelyekhez képest. A csak
Spp1 kotdhelyek jelentdsen lassabban jelennek meg a géntestek, a TTS, az RPG/Ribi gének és
a Mer2/Red1 helyek feletti régiokban. Ha az Spp1 kotohelyeket kinetikus viselkedésiik szerint
csoportositjuk, akkor az eltiind és megjelend Sppl kotdhelyek jelentdsen eltérnének a turnover
aranyok €s az okkupancia alapjan, tigy, hogy az eltiiné Spp1 helyek altalaban nagyobb turnover
ratat €és nagyobb mértékii okkupancidt prezentdlnak a megjelend kotddésekhez képest. A
megjelend Sppl helyek erdésen Osszefiiggésbe hozhatéak a nagymértékii Mer2
elhelyezkedéssel, az alacsony H3K4me3-val és Bre2 okkupanciaval, illetve az alacsony
turnover rataval, mig az eltlind Spp1 helyek alacsony Mer2 lefedettséget, magas H3K4me3 jelet

¢és Bre2 okkupanciat mutatnak, magas turnover rataval parosulva.

5. MEGBESZELES

Az spFRET és upsFRET mérések sordn megallapitottuk, hogy a H3K27M hisztonokat
tartalmazo6 nukleoszémak disszociaciés mechanizmusa megegyezik a vad tipusti nukleoszomak
fenntartjak vad tipustt molekularis szerkezetiiket €s stabilitdsukat, jelezve, hogy az N-termindlis
H3 domén egyetlen aminosavszubsztiticioja nem okoz észrevehetd atrendezddést a
nukleoszoma szerkezetében. A kromatin-inkorporaldédott H3.3K27M hisztonok soéelucios
profilja bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy ezek a mutans nukleoszomak hasonld szerkezeti
tulajdonsagokkal rendelkeznek a nativ kromatinban, mint vad tipusu megfeleldik. Feltételeztiik,
hogy az Ezh2 és a H3K27M nukleoszomak kozotti interakcid strukturalis valtozasokat is

eredményez, ezért megismételtik a ppsFRET kisérleteket kiegészitve a rekonstitualt
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nukleoszomakat Ezh2 komplexszel. Kiilonb6z6 kondicidkat tesztelve, beleértve az
Ezh2/nukleoszéma molekularis arany, az dsszekeverést kovetd inkubacios id6 és a fluorofor
pozicidé optimalizacidjat, nem talaltunk az Ezh2 komplex altal okozott szerkezeti valtozast.
H3.3K27M-EGFP transzgént expresszald HeLa sejtmagokban megbecsiiltiik a magban maradé
Ezh2 frakciot soelucios kisérletekkel. Ebben a rendszerben arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a mutans hiszton nem befolyasolja az Ezh2 elucids profilt a 0-400 mM NacCl
tartomanyban.

Ahhoz hogy megvizsgaljuk a H3K27M mutaciot hordozo sejtek életképességét és a mutacio
kromatin-folyamatokra gyakorolt hatasat, H3K27 mutans éleszté torzseket hoztunk 1étre és
kiilonbozd stressz- és anyagcsere-kondiciok mellett ndvekedési vizsgalatokkal egybekdotott
genetikai esszét végeztiink el. Ennek a vizsgalatnak a célja az volt, hogy felderitsiik a H3K27M
mutacio €s a glioma genomi instabilitasdnak kapcsolatat. A kisérletek azt mutattdk, hogy a H3
hiszton mutans formajaval rendelkez6 Saccharomyces cerevisiae sejtek nem mutatnak
novekedési defektust és stresszérzékenységet sem vegetativ, sem meiotikus koriilmények
kozott. Mivel a PRC2 komplex nem létezik az élesztdgombaban, ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a PRC2 utvonal bevonasa a K27M fenotipus meghataroz6 pontja, és a mutacio
onmagaban nem képes jelentds mértékben befolyasolni a vizsgalt nukleéris folyamatokat.
Tovabbi célkitlizésiink volt a H3K27M karakterizalassal kapcsolatban egy in vivo funkcionalis
analizis megvalositasa human sejtvonalon, amely sordn megallapitjuk a mutans hisztonok
nuklearis eloszlasat a vad tipusu hisztonok és az Ezh2 vonatkozasaban, illetve ezen fehérjék
difftizi6s tulajdonségait kiilonbozo térbeli és idobeli felbontasokban a FRAP és FCS modszerek
segitségével. Az Ezh2 és H3.3/H3.3K27M sejtmagi closzlasa a CLSM analizis alapjan nem
mutatott meggy0zd kiilonbséget a kolokalizacios analizis soran, sem a kezeletlen, sem a
transzkripciot gatlo allapotban. A Manders’ koefficiens alapjan az Ezh2 lokalizacidja nem

valtozott jelentésen a K27M mutacié vagy a transzkripciogatlas miatt. Bar, az Ezh2-eloszlas

21



nukleoszéma szinten ett6l fliggetleniil mutathat eltérést (példaul az Ezh2 felhalmozdodasa a
K27M nukleoszomak kozelében a metionin kotddés kovetkeztében).

Human sejtvonalon elvégzett in vivo kisérletek alapjan a H3.3K27M hisztonok hasonld
diffuzios kinetikat kovettek, mint a vad tipusi megfeleldik €és reprezentaltdk a kanonikus
(replikaciofiiggd) H3 molekulak lassu kinetikdjat és szoros kromoszoma kotddését. Tovabba
megallapitottuk, hogy az actinomycin D (de nem flavopiridol) kezelés jelentdsen megnoveli a
H3.3 hisztonok immobilizalt frakciojat, amely egy mobilis, transzkripcio-fiiggd H3.3
komponensre utal. A FRAP és az FCS eredmények alapjan az Ezh2 transzkripcids stressz
hatasara egy figyelemre mélto diffizios eltérést mutat, amelyet a mobilis frakcio jelentds
megnovekedése és az immobilis frakcid gyorsabb diffuzidja kisért. Az Ezh2 eltérd diffuziods
tulajdonsagat a transzkripcid gatlasa nagyobb mértékben befolyasolta, mint a K27M mutaciod
jelenléte. A H3.3 és H3.3K27M kotranszfektalt sejtek Ezh2 gyors frakcidjanak szignifikans
kiilonbségét leszamitva, az inhibitor jelenléte minden esetben zavart okozott az Ezh2-
kinetikaban. Az FCS altal megfigyelt gyorsabb Ezh2 diffuzios rata egy magyarazata lehet, hogy
a gatolt transzkripcid lehetdvé tesz egy mobilisabb, esetleg PRC2 fiiggetlen funkciot az Ezh2
szamara. Az Ezh2 latszdlagos molekulatomegének becslése csekély, de nem szignifikans,
megnovekedett molekulatomeget mutatott a H3.3K27M-EGFP transzfektalt sejtekben. Ez a
novekedés a metionin "ragasztoszerll" tulajdonsagadnak eredménye lehet, amely nem specifikus
kotést eredményez a PRC2 alegység ¢s a H3.3K27M hordoz6 nukleoszéma kozott.

Végezetiil, célul tiztik ki, hogy a COMPASS Sppl alegységének diffuzios viselkedését
Osszevessiik a Setl katalitikus alegység diffuzids tulajdonsagaival meiotikus koriillményekben.
Az eredmények felvetették annak lehet6ségét, hogy az Sppl-nek COMPASS-fliggetlen
funkcidja van a kromoszdéma axidlis részein, és hozzdjarul a kromatinvaltozadsokhoz, amelyek
potencialis rekombindcidt iniciald helyeket alakitanak ki a meiotikus DNS-toréseket (DSB)

megelozden. A vizsgalat olyan szempontbol is izgalmasnak szamitott, hogy a COMPASS
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fehérje komplex diffuzios tulajdonsagai, a TrxG és PcG fehérjék mobilitasdhoz hasonldan,
mindezidaig nem voltak ismertek. Hasonlo6 fluoreszcencia visszatérési kinetikat figyeltiink meg
mind az Sppl-ben, mind a Setl-ben FRAP alkalmazasaval. Az intenzitas gorbék 50
masodpercen beliil elérték a platofazist a mérések soran, jelentds kiilonbségek nélkiil. A becsiilt,
koriilbeliil 50%-o0s immobilis frakcio azt jelzi, hogy az egész frakcio kozel fele szorosan kotodik
a kromatinhoz vagy egy masik nagy molekulatomegli komplexhez. Ezeket a kisérleteket
megismételtik YPD tapkozegben, és a profil nagy hasonldésagot mutatott. Csak szerény
mértéki kiilonbséget véltiink felfedezni az Sppl ¢és a Setl visszatérések kozott.

Ezenkiviil a két alegység diffuzios jellemzéséhez FCS-t is alkalmaztunk a sporulacio elsé hat
orajaban. Hasonlo mértékii gyors frakcio eloszlast kaptunk, de eltérd diffuzios egylitthatoval az
Spp1 és a Setl kozott. Hogy jobban megértsiik a lassabb Spp1 mobilitds mogotti mechanizmust,
megbecsililtik a GFP-Sppl ¢és a GFP-Setl latszélagos molekulatomegét hasonléan, mint az
Ezh2 ¢és a H3.3 kisérleteinkben. Eredményeink alapjan a GFP-Sppl latszolagos
molekulatdmege megnovekedett, és jelentds kiillonbséget eredményezett az Sppl varhatd és
megfigyelt molekulatomege kozott. Ezek az adatok alatamasztottak egy korabbi modellt,
amelyben az Sppl ¢és Mer2 kozotti kolcsonhatas lehetséges meiotikus DSB  helyeket
eredményez a kromoszomatengelyen, ezaltal lehetové téve a Spoll-nek a nukleoszéma
depletalt, tengely-proximalis régidkban a DNS hasitasat.

A genomszintli kompeticios ChIP-Seq lehetdvé tette az Sppl és a DNS kozotti dinamizmus
vizsgalatat, illetve a Dbiofizikai eredményeink kiegészitését a kotddési turnover
meghatarozasaval a teljes genom szintjén. A COMPASS és COMPASS fiiggetlen Spp1 csticsok
differencialis turnover értékei két olyan Sppl pool jelenlétét bizonyitottak, amelyek eltéréen
oszlanak meg a Setl komplex és a meiotikus DSB fehérjek kozott. Megallapitottuk, hogy az
Sppl Mer2 axialis helyekkel valo kapcsolata csokkenti az Sppl bona fide turnover ratajat a

kromatin-ko6tédés utan. Ezt a megnovekedett kromatin tartozkodasi id6t az Sppl csokkent
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sejtmagi dinamikaja is aldtdmasztja az é16 meiotikus sejtekben. Osszefoglalva, a c-ChIP altal
mért kotési kinetika 6sszhangban volt az FCS becslésekkel és a feltételezett hurok-tengely
modellel. Ezek az adatok korvonalaztdk az Sppl multifunkciojat és segitenek abban, hogy
jobban megértsiik, hogyan miikodik az Spp1 kapcsold a meidzis soran, €s hogyan valasztja ki

a potencialis meiotikus DSB helyeket a COMPASS-t61 fliggetlentiil.

6. OSSZEFOGLALAS

szubsztitucid tumor inicidciora és progressziora kifejtett hatdsai tisztazatlanok. Jelen
disszertacidban megvizsgaltuk a H3K27M mutaciot in vivo és in vitro kisérleti rendszerek
alkalmazaséaval, és meghataroztuk biofizikai jellemzdit kromatin, nukleoszoma és nuklearis
diffazi6 szinten. Ezenkiviil tanulmanyoztuk az Ezh2 fehérjét, amelyr6l kdzismert, hogy a PRC2
fehérje komplex katalitikus alegysége ¢és a K27M muticid metioninjaval kialakitott
kolcsonhatas révén megvaltoztatja a tumorsejtek epigenetikai mintdzatat. Végezetiil
megvizsgaltuk a COMPASS fehérje komplex diffizidés tulajdonsagait, amelynek emlds
homologja hematoldgiai és agyi malignus folyamatokban is érintett. Megfigyeltiik, hogy a
COMPASS Sppl alegysége a meiozisban COMPASS-fiiggetlen miikodésre valt, és elosegiti a
lehetséges rekombinaciot iniciald helyek kialakulasat.

Kisérleti eredményeink biofizikai kontextusban karakterizaltdk a H3K27M onkohisztont €s
betekintést nyujtottak az Ezh2 metiltranszferaz diffuzids tulajdonsagaiba, ezaltal segitve a
gyermekkori gliomapatogenezis molekularis részleteinek a megértését. Megallapitottuk, hogy
a H3.3K27M hisztonok hasonl6 diffazids kinetikaval rendelkeznek, mint a vad tipust
megfeleloik, valamint a mutans nukleoszémdk fenntartjak a vad tipusu molekularis
architektarat és kromatin beépiilési profilt. Ezenkiviil a K27M mutacié nem eredményez

novekedési defektusokat H3K27M hisztonkészlettel rendelkezO éleszt6torzsekben. Elso
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alkalommal mutattuk be a H3.3 hiszton varians in vivo nuklearis mobilitasat kiilonb6z6 idébeli
és térbeli felbontasban, és becsiiltiikk meg az Ezh2 transzkripcio-fiiggd mobilitasat és diffuzios
paramétereit. A COMPASS alegységeken végzett kisérletek kiilonbségeket mutattak a Setl €s
az Spp1 diffuzios tulajdonsagai kozott. Ezek az eredmények alatdmasztjak azt a hipotézisiinket,
hogy az Sppl COMPASS-fiiggetlen szabalyozé szerepet kaphat, és egyiittmiikodik a nagy
molekulatdmegii makromolekularis komplexekkel, példdul a kromoszéma axidlis részeivel.
Kimutattuk, hogy az Sppl dinamikus turnover rataja fontos szerepet tolt be a meidzis soran
bekovetkezd tranziens kromatinvéltozadsok kialakulasaban ¢és a DNS-rekombinacid

inicidciojanak kialakitasaban.
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Spp1, duplaszaltorés
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