Székvolgyi Lordnt

Ha torik, ha szakad: DNS és genomszerkezet-kutatas
a Debreceni Egyetemen*

Bevezetés

A természet maig megoldatlan talanya, hogy vajon hogyan fér el egy kozel két
méter hosszisagh makromolekula, az emberi 6rokitdanyag (a dezoxiribonuklein-
sav, DNS), egy koriilbeliil 5 mikrométer atmérdju sejtmag piciny térfogataban?
A folyamat bonyolultsagat illusztralando, koriilbeliil olyan ez, mintha egy tevét
akarnank atszuszakolni a tl fokan: ,, Nem fér bele csak a fele, nem fér tobb man’
belefele!” (Republic egyilittes: ,,A teve a tli fokan” cimii szerzeménye).

A természettudomanyokban kevésbé jartas, vagy abban idegeniil mozgo ked-
ves Olvasoim szamara a fejezet végén talalhato tablazat egyfajta tomor €s humo-
ros megoldasat kinalhatja a fenti talany megfejtésének. Kérem Oket, hogy nyu-
godtan ugorjak at a kovetkezo részeket és lapozzanak kozvetleniil az 1. tablazat-
hoz. Azon Olvasdkat viszont, akik ugy dontenek, hogy végigolvassak e cikket,
arra invitalom, hogy ismerjék meg a kdzelmultban megalakult MTA-DE Lendii-
let kutatocsoportom munkajat, amely a fenti dilemmara kivan tudomanyos igé-
nyl valaszt adni.

Torik, szakad

A DNS egy hosszi polimer lanc, amely mechanikai tulajdonsagait tekintve rigid
testként modellezhetd. Perzisztenciahossza, amely a polimerek hajlékonysagara
jellemzé fizikai paraméter, 50 nm (~150 bp); vagyis az emberi genom hosszanak
ismeretében (3x10° bp) megbecsiilhetjiik, hogy a DNS hanyféle térbeli konfor-
méciot képes spontan modon felvenni. Ez a szam egészen pontosan 3x10%/150 =
2x10". A lehetséges térbeli szerkezetek kiugroan magas szama nyilvanvaloan
nincs Osszhangban a kromatinszerkezeti kutatasok tobb alapvetd megfigyelésé-
vel: példaul, azzal, hogy a sejtek orokitdanyaga, a kromoszomak, nem csupan
DNS-b6l, hanem DNS+hiszton+nem-hiszton fehérjék komplexeibdl allnak, ame-
lyek nyitottabb (vagyis rugalmasabb) és zartabb (merevebb) kromatin régiokat
alakitanak ki minden egyes sejtmagban. Ezen kiviil a kromatin szerkezeti alap-
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egysége, a nukleoszéma, nagyszamu és kémiailag rendkiviil valtozatos poszt-
transzlacios modositasain keresztiil' a kiilonféle sejtes funkcidknak megfelelden
finomhangolja a nyitottabb és zartabb kromatin régiok térszerkezetét. Egy masik
alapvet6 megfigyelés, hogy a kromoszoémak egy sor diszkrét topologiai allapotot
vesznek fel a sejtosztodasi ciklus soran, s e térbeli allapotok egyrészt nagysag-
rendekkel kisebb szamuak az elméletileg varhato értéknél, masrészt tokéletesen
reprodukalhatéak minden egyes interfazis és mitdzis/meidzis soran. A DNS e
dudlis viselkedését (stabilitas és flexibilitas) az evolucid id6skaldjan szemlélve
igen logikusnak tlinik, hogy ez a kettésség elengedhetetleniil sziikséges az alap-
vetd sejtes funkciok és a funkciokat miikddtetd szerkezeti elemek megérzéséhez
(pl. szamtartd/szamfelezd osztddas, DNS replikdcio, transzkripcid) €s azok le-
szarmazasi iton torténd tovabbadasahoz.

A flexibilitast n6vel6 fontos tényezd lehet a DNS molekula egyik vagy mind-
két szalat megszakitd folytonossaghidnyok jelenléte. Spontan, indukalt vagy
genetikailag programozott DNS torések gyakorlatilag folyamatosan keletkeznek
a sejtekben a kiilonféle sejtélettani és/vagy patologias folyamatok révén, am
azokat hatékony repair rendszerek javitjak ki. Megjegyzendd, hogy a kromo-
szomatorésekre altaladban, mint valamilyen patologias allapotra gondolunk (rész-
ben jogosan, hiszen azok ndvelik a genom instabilitasat, amely pl. a rosszindula-
tu sejtek jellemzoje), viszont az utobbi évek kutatasai szamos olyan fizioldgias
folyamatot tartak fel®, amelyek programozott DNS torések 1étrejotte nélkiil nem
jatszodhatnanak le. Kutatocsoportom érdeklddésének a fokuszaban az utdbbi,
vagyis a fizioldgias allapotokra jellemz6 DNS 1€ziok (torések, R-hurkok) és azok
haromdimenzids kromatinszerkezetbe torténd beagyazottsaga all. Hipotézisiink
szerint e specialis struktaraknak fontos szerepe lehet a genom térbeli szervezo-
désének a kialakitasaban.

Kisérleti megkozelitések

Kisérleteinkben arra a kérdésre keressiik a valaszt, hogy a kromoszémak milyen
térbeli interakciés mintazatok szerint mitkodtetnek bizonyos alapvetd sejtes fo-
lyamatokat? Példaul a homolog rekombinacié folyamatat, amelynek alapvetd
szerepe van a biologiai sokféleség kialakuldsaban az evolucio soran, vagy az
immunologiai védekezésben, az ivarsejtek kialakuldsdban, vagy a DNS molekula
karosodasainak a kijavitasaban.

Pékéleszté (Saccharomyces cerevisiae) sejtekben a meiotikus homolog re-
kombinacié elinduldsdhoz sejtenként 150-200 DNS duplaszal torés sziikséges.
Ezek a torések nem véletlenszeriien, hanem genetikailag programozott modon
alakulnak ki a Spol1 enzim hatdsara. A Spoll nem 6nmagaban, hanem egy un.
rekombinoszoma enzim komplex részeként miikddik, amelyek a kromatin hur-
kok kihorgonyzasi pontjainal dusulnak, viszont maguk a DNS térések nem ezek-
re a pontokra, hanem a kromoszémak hurok doménjeire esnek. Ezt a szerkezeti
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paradoxont az Un. tethered loop-axis complex (TLAC) modell bevezetése oldotta
fel, amely szerint a DNS hurkok (ahol a térések vannak) és a kromoszémak ten-
gelye (ahol a toréseket okozo enzimek vannak) fizikai kolcsonhatasba kell 1épje-
nek egymadssal. Francia és ausztral kollaboracios partnerekkel elvégzett kisérlete-
inkben a TLAC komplex molekularis komponenseit karakterizaltuk. A résztvevo
hiszton modifikaciok szerepét tisztazandd kiemelt figyelmet forditottunk a
COMPASS nevii hiszton metilaz komplex® és az 4ltala katalizalt hiszton modosi-
tasok vizsgalatira. A kromoszomak elére meghatirozott pontjain (célzottan)
helyeztiink el hiszton H3K4me modositasokat, majd ugyanitt detektaltuk a DNS
toréseket. Ezzel a megkozelitéssel azt kivantuk bizonyitani, hogy amikor elhe-
lyezziik a kromoszoman a hiszton-jelet, akkor valoban a vart helyen torik el a
DNS és nem mashol — ok-okozati kapcsolatot igazolva a két valtozo kozott a
korabbi statisztikai Osszefliggés helyett. Ehhez egy olyan géntechnologiai esz-
kozt fejlesztettiink ki, amely egyrészt felelos a vizsgalt hiszton modositas kiala-
kulésaért, masrészt szelektiven odairanyithat6 a DNS molekula elére megadott
szakaszaihoz — egy Gal4 DNS k6t6 domént (Gal4BD) tartalmazo ,,cé1z0” egység
segitségével”®. A Gal4BD-COMPASS fuzids fehérjék — a kromoszomakhoz
odairanyitva — torést és rekombinaciot valtottak ki, igy bizonyitva az ok-okozati
Osszefiiggést a hiszton jel és a rekombinacio iniciacioja és kdzott.

A Gal4BD-targeting kisérleteink egy varatlan és elsére megmagyarazhatatlan
eredménye volt, hogy a leger6sebb DNS torés indukald hatast nem a COMPASS
katalitikus alegysége (Setl) fejtette ki, hanem a 40 KDa-os Sppl nevil egység,
amely sokszorosan feliilmulta a Set] hatasat® (1. abra).
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1. abra: A GAL4BD-Spp1 kiméra fehérjét rekombinacidsan ,,hideg” kromatin teriiletekre
iranyitva az rendkiviil erés DNS torés-indukalo hatast fejt ki.

Adodott a kérdés, hogy vajon az Sppl fizikai kdlcsonhatasba 1ép az egyik
rekombinoszoma fehérjével (pl. a Spoll-gyel)? A teljes (~6000) élesztd fehérje
kodolo génekre vonatkozoan elvégeztiink egy €lesztd két-hibrid sziirést, amely-
ben csaliként az Sppl fehérjét hasznaltuk. A kisérlet eredményeként a Mer2
rekombinoszoma fehérjét azonositottuk az Sppl interakcids partnereként. (A
Mer2 a Spoll kdzvetlen partnere és aktivatora, amely a kromoszoma tengelyre
lokalizalodik.) A két fehérje fizikai k6lcsonhatasat megerdsitettiik in vivo kisér-
letekben.
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Kisérleteink végeredménye egy olyan rekombinaciés modell megalkotdsa
volt, amely egyrészt kiterjesztette a régebbi TLAC modellt, masrészt molekularis
szinten megmagyarazta a meiotikus DNS dupla-szal torések beagyazottsagat a
magasabb rendii kromatin szerkezetbe® (2. abra).

2. abra: A meiotikus rekombinacio iniciaciojanak
munkamodellje.

Az Sppl fehérje a PHD ujj doménjén ke-
resztiil a nukleoszoma-mentes szakaszokat
% szegélyez6 H3K4me3 jelhez kotédik, majd a

Spp1 Mer2-koté doménjén keresztiil a kromoszéma
?\_ szkaffold-on talalhaté rekombindszéma komp-
== ! lexszel 1ép fizikai kolcsonhatasba (a Mer2
g‘;;‘,’ fehérjén keresztiil). Ezaltal a kromatin hurko-

kon talalhatdo rekombinaciés forrépont ,,oda-
iranyitodik” a kromoszoma tengelyen lokalizalodd Spol1 enzimhez, amely DNS
kettésszal torést indukal.

Perspektiva

Tovabbi kisérleteinkben kitiintetett figyelmet szenteliink annak a kérdésnek a
megvalaszolasara, hogy vajon a TLAC komplexhez hasonld (vagy attol eltérd)
térbeli DNS interakcios mintazatok atorokithetéek-e az utddgeneraciokra, illetve
ha igen, akkor milyen genetikai vagy epigenetikai mechanizmus szerint? Ezt a
kutatasi teriiletet a szakzsargon ,,vaditj” genetikanak hivja, amely a klasszikus
genetikai és molekularis biologiai megkozelitések mellett magaba foglalja a
genomika, a polimerfizika, matematika és bioinformatika eszkoztarat is. Bizom
abban, hogy e korantsem trivialis kisérletek sikeres megvalositasa a genomszer-
kezet és transzgenerdcios epigenetika tudomanyteriiletének egy 1j, nemzetkozi-
leg is elismert vezeté mithelyének megalakulasat eredményezheti hazankban.
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partnereimnek, kiilonésen az MTA-DE Lendiilet kutatocsoport tagjainak: Flirtos
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nettel tartozom Szabé Gabor professzornak (DE AOK, Biofizikai és Sejtbiologi-
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ban, nagy-nagy koszonettel tartozom csaladomnak.
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1. tablazat: A vilag nagy talanyanak (humoros) megfejtése:
hogyan fér at a teve a ti fokan?

Felhevitem a tiit gy, hogy képlékeny legyen, majd kinytjtom akkorara, hogy atférjen
rajta a teve.

Elégetem a tevét, majd a hamut atszorom egy piciny tolcsér segitségével. Tul nagy
szemcséjli hamu esetén hasznaljunk jobban ég6 tevét.

A tevét feloldom erGs savban, és az oldatot att6ltom a tolcsér segitségével. (Ez a
kedvencem!)

Sokszor atmegyek uthengerrel a tevén, vagy beteszem a htisdaraloba stb.; a 1ényeg,
4| olyan masszat képezzek a tevébol, ami mar atmegy. Vegyiik figyelembe, hogy a teve
gyorsabb, mint az uthenger.

Eles késsel akkora darabokra vagom a tevét, hogy azok atférjenek.

Feltalalom a teleportgépet, €s a tevét vivo energianyalabot atvezetem a ti fokan.

Veszek egy fekete lyukat, beleteszem a tevét, ami hihetetleniil nagy témegvonzas
hatasara gyakorlatilag nulla térfogatiiva tomoriil, igy mar siman atfér.

O N [oO|Oo

Veszek egy erds szivo hatasu valamit, és azzal atszivom.

Feltalalom az idégépet, és eloremegyek vele az idében addig, amig az emberiség
9| vagy az azt kdvetd civilizaciok valamelyike ki nem talal végtelenfajta megoldast.
Ezutan visszajovok, és a sajat nevemben publikalom.
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