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1. Bevezetés

1.1. Bevezetés az R-hurkok biologiajaba

Az R-hurok egy haromszala nukleinsav struktira, mely egy DNS-RNS hibridbdl (egy
RNS molekula DNS-el valé komplementer bazisparosodasaval létrejott duplex) és egy
kiszoritott szimpla szalih DNS-bdl all. R-hurkok viszonylag gyakran eléfordulnak a genomban
(a genom lefedettsége: élesztdben 8%, Arabidopsis thaliana-ban 10%, emberben 5%) jelentds
fiziologiai jelentdséggel birva (Wahba et al., 2016; Xu et al., 2017; Sanz et al., 2016).
Alapvetden pozitiv funkciokat toltenek be, fontos biologiai folyamatokhoz sziikségesek,
viszont a tilzott felhalmozddasuk DNS-karosodashoz és a genom instabilitdsadhoz vezethet.
Szamos human betegséggel osszefliggésbe hoztak mar az R-hurkok akkumulalodasat, példaul
szerepet jatszhatnak kiilonb6z6 neurodegenerativ és daganatos betegségek kialakulasaban is (1.

abra).

1.1.1. R-hurok felfedezése

Az R-hurok szerkezetet tobb, mint 45 évvel ezelott fedezték fel egy in vitro kisérlettel
(Thomas et al., 1976). Egy ¢élesztd DNS-bdl és bakteriofag DNS-bdl all6 hibrid DNS-molekula
70%-0s formamid jelenlétében R-hurkot alakitott ki az éleszté 26S rRNS-el, amely RNS
komplementer volt az €lesztd DNS-el. A 70%-o0s formamidra azért volt sziikség, mert a DNS-
RNS hibrid szerkezet kialakuldsa a dupla szali DNS olvadaspontja kozelében nagyobb
valoszintiséggel végbemehet. Megallapitottak, hogy az R-hurok szerkezet nagyon stabil, csak

crer

ugy gondoltak, hogy az R-hurkok bioldgiailag nem relevansak (Hegazy et al., 2020).

In vivo 20 évvel késobb sikeriilt kimutatni az R-hurkokat (Drolet et al., 1995). Az R-
hurok in-vivo kialakulasat modositott Escherichia coli torzsekkel mutatték ki, amelyekben vagy
a topA (topoizomeraz I-et kédold gén) volt deletalva, vagy a gyrB (DNS giraz B alegységét
kodold gén) homérseklet-érzékeny mutaciot szenvedett. A kutatok azt talaltak, hogy a DNS-
giraz B alegysége eldsegiti az R-hurok kialakulasat azaltal, hogy feloldja a pozitiv
szuperhelicitast a DNS-en beliil, mig a topoizomeraz I gatolja az R-hurok kialakul4sat a negativ
szuperhelicitds feloldasaval. Az R-hurok DNS-RNS hibrid részében 1évé RNS-t lebonto
endoribonukledz, az RN4az H tulzott expresszidja feloldotta a topA mutdns ndvekedési
rendellenességeit. Ezenkivill az RNdz H delécigja miatt kialakult ndvekedési hibakat
kompenzalta a DNS-girdz B alegység aktivitdsdnak csokkenése. Ezek a megfigyelések arra

utaltak, hogy az R-hurok felhalmozddasa okozta a ndvekedési hibakat. Ezt kovetden az R-hurok
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nagyon sok kutatdé figyelmének a kozéppontjaba keriilt, népszeri kutatasi teriiletté valt a

vizsgalata.

1.1.2. R-hurok képzodése

Az R-hurkok altalaban aktiv gének kozelében képzddnek, kiilonosen hajlamosak a
promoter régiokban kialakulni. Bar DNS-RNS hibrid folyamatosan képzdédik az RNS-
polimeraz transzkripcios buborékan beliil, nem valdszinii, hogy az R-hurok egyszertien ennek
a néhany nukleotidnyi hibridnek a meghosszabbitasa lenne, inkdbb az RNS 5'-végének
visszahibridizacidja révén johet 1étre. Ezt alatdmasztja az RNS polimeraz komplex szerkezete,
az RNS ¢és a DNS szal kiilonb6z6 kimeneti csatornakon tidvozik a komplexbdl, ami
megakaddlyozza, hogy a transzkripcids buborékban 1évé R-hurok meghosszabbodjon

(Westover et al., 2004). Ezt a fajta R-hurkot cisz R-huroknak nevezik.

A masik tipus amikor transz mdédon képzddik az R-hurok vagyis az RNS az atirddas helyétdl
tavoli komplementer DNS szakaszhoz hibridizalodik. Példaul nem kodolé RNS-ek és a
CRISPR/Cas9 proteinhez kapcsolddo guide RNS-ek képezhetnek ilyen R-hurkokat.

1.1.2.1. R-hurok jelenlétét elosegité tényezok

Szamos faktor ismert, melyek novelik az R-hurkok eléfordulasanak a valosziniiségét. Ilyen
példaul a guanin gazdag transzkript képzddése a citozin gazdag templat DNS-rél, a képz6dd
DNS-RNS hibrid fokozott stabilitdsa miatt. A DNS masodlagos szerkezete a kiszoritott szimpla
szalon, mint példaul a guanin kvadruplex vagy DNS-t kot6 fehérjék szintén stabilizalhatjdk az
R-hurok szerkezetet. A negativ szuperhelicitas szintén eldsegitheti az R-hurok kialakulasat. Az
éppen atird6do géneknél a nem templat DNS szalban, ha az RNS polimeraz tovabb haladasat
kovetden egyszal torés (nick) alakul ki, szintén nagyobb eséllyel képzddhet R-hurok. A nick
jelenléte kevésbé teszi lehetdveé a DNS két szdlanak az 0jboli hibridizacigjat, igy megnd annak
a valdsziniisége, hogy a templatszal az Gjonnan sziiletett RNS-hez fog hibridizaldédni. Az R-
hurok gatlo fehérjék (pl. Ribonukleaz H és RNS-DNS helikdzok) karosodasa az R-hurkok
felhalmozodasahoz vezethet (Hegazy et al., 2020).

1.1.2.2. R-hurok jelenlétét gatlo tényezok

Az R-hurkokat promo6talo tényezok mellett szamos faktor ismert, ami megakadalyozza vagy
megsziinteti az R-hurok szerkezetet. Példaul az RNS molekuldk RNS-t processzald vagy
exportald fehérjékkel vald bevonasa megakaddlyozza a DNS-RNS hibrid 1étrejottét (Li &
Manley, 2005). A topoizomeraz I szintén gatolja az R-hurok kialakulést, azaltal, hogy feloldja



a negativ szuperhelicitast az RNS polimeraz Il mogott. A kevésbé hozzaférheto heterokromatin
az R-hurok kialakulasanak szintén nem kedvez. A heterokromatikus jelek, mint példaul a
hiszton H3 lizin 9 di- és trimetilacioja (H3K9me2/3) a DNS-RNS hibridek alacsony
eléfordulasaval tarsul C. elegansban (Zeller et al., 2016). A DNS-RNS hibrid helikazok pl.
szenataxin a két szal szétvalasztasaval, mig a Ribonukleaz H pedig a DNS-RNS hibrid RNS

szalanak emésztésével képes megsziintetni az R-hurkokat.

1.2. R-hurok fizioldgiai szerepe

Az R hurkok szdmos fiziologiai folyamatban részt vesznek, ilyen példaul a
mitokondrialis DNS replikacidja (B. Xu & Clayton, 1996; Pohjoisméki et al., 2010), az
immunglobulin gének osztalyvalté rekombinacidja (Yu et al., 2003) vagy baktériumokban a
CRISPR-Cas9 rendszer miikodése (Jinek et al., 2012).

Az R-hurkok szerepet jatszanak a centromer milkddésében, a pontos kromoszdéma
szegregacioban, ami kulcsfontossagu a stabil genom fenntartdsahoz. A centromer 16kuszok R-
hurkokat (CEN R-hurkok) is tartalmaznak, amelyek evolticidsan konzervéltan sejtciklus-fliggd
modon szabalyzodnak. Emberi sejtekben a CEN R-hurkokban a kiszoritott szimpla szala DNS-
t az RPA megkoti, és a DNS-karosodasra valaszadd ATR kinazt toborozza, ami az Aurora B
aktivalasdhoz vezet, ami eldsegiti a helyes mikrotubulus-kinetokor kapcsolodast (Niehrs &
Luke, 2020).

R-hurkok képzddnek a telomereken is, ahol a nem kodolé RNS, TERRA hibridizalodik
a telomer DNS-hez. Az R-hurkok kialakulasa a telomerdz enzimet nem tartalmazé sejtekben
rekombinacids eseményekhez vezet, ami a telomerek megnytlasat és ezen keresztiil a sejtek

oregedésének késleltetését eredményezi (Santos-Pereira & Aguilera, 2015).

1.2.1. R-hurok szerepe a génexpresszioban és a kromatinszerkezet valtozasban

Az R-hurkok szerepet jatszhatnak a génexpresszidban, erre bizonyitékul szolgal, hogy
az R-hurkok a gének promoterénél és terminacids régidjanal dusulnak (Skourti-Stathaki &
Proudfoot, 2014). A promotereknél elhelyezkedd R-hurkok a transzkripcids faktorok
kotddésének gatlasaval a transzkripcid gatlasdhoz vezethetnek. Ugyanakkor mas transzkripcios
faktorok kotodését eldsegithetik, represszorok kotddését gatolhatjak, igy a transzkripcio
aktivalasaban is részt vehetnek. Az R hurkok guaninban gazdag terminator elemeknél vald
dusulasa megkonnyiti az RNS-polimeraz Il varakozasat (pausing) a transzkripcié hatékony

befejezése eldtt (Garcia-Muse & Aguilera, 2019).



A DNS-RNS hibrideket a CpG-szigetek nem metilalt allapotaval is Gsszefliggésbe
hozzék, melyek szamos gén promoterére jellemzdek emlds sejtekben. A CpG-szigeteken
kialakult R-hurkok megvédik ezeket a régiokat a DNS-metilacioval szemben, elkeriilve a
transzkripcié gatlasat. Ez a védelem azzal magyarazhatd, hogy a DNS-metiltranszferaz 1 a
duplaszali DNS kotését és metilalasat preferalja a DNS-RNS hibriddel szemben (Grunseich et
al., 2018) illetve az R-hurkok vonzzak a DNS demetilalo TET enzimet (Arab et al., 2019).

A hossz nem kddold RNS-eken ill. a DNS-k6td fehérjéken keresztiil kifejtett R-hurok
szabalyozasra j6 példa az Arabidopsis thaliana modell névényben megfigyeltek. A COOLAIR
antiszensz nem ko6dolé RNS negativan szabalyozza a FLOWERING LOCUS C (FLC) gén
atirédasat. Viszont a COOLAIR promoéter régidjanal keletkezé R-hurkot a NODULIN
HOMEOBOX (AtNDX) szimpla szala DNS-t kot6 fehérje stabilizalja, ez gatolja a COOLAIR
atirodasat és a gatlason keresztiil aktivalja az FLC gén expresszidjat (Sun et al., 2013, Csorba
et al., 2014). Tovabba az R-hurkok kromatin dekondenzaciot valthatnak ki, de eldsegithetik a
heterokromatikus allapot 1étrejottét, a kromatin tomorodését is (Skourti-Stathaki et al., 2014,

Castellano-Pozo et al., 2013.).

1.2.2. Az R-hurok pozitiv szerepe a DNS hibajavitasban

A DNS-RNS hibridek eldsegithetik a DNS-javitdsat az aktivan atir6ddé genomi
régidkban. Amikor egyszalu DNS-torések (nicks) vagy duplaszal torések (DSB) képzddnek az
aktiv transzkripcio kozelében, tobb helyreallito tvonal konvergal, hogy biztositsdk, hogy a
torés kozvetlen kozelében a transzkripcid gatolt legyen. Ezek kozé tartozik a Pol 11 eltavolitasa,
a transzkripcid sziineteltetése; ami viszont az R-hurok stabilizacigjahoz is vezethet. A lokalis
kromatin szerkezete repressziv allapotra valtozik a kdrosodasi helyek koriil, hogy biztositsa a
transzkripcid gatlasat a torési helyek koriil. Erdekes, hogy mind a PRC1, mind a PRC2, amelyek
R-hurok-fliggé modon helyezkednek el néhany promoternél, a DNS toréseknél is jellemzoek,
és a transzkripcid elnémitdsat indukaljdk a Lys119 H2A hisztonon (H2AKI119) torténd
ubiquitinacid révén (Niehrs & Luke, 2020).

A DNS-RNS hibridek képzddését a DSB helyen eldsegitheti a homoldg rekombinécio
(HR) altali javitas kezdeti 5'-végi ssDNS emésztés 1épése, mivel ez szabad 3'-ssDNS talnyualast
eredményez, amely konnyebben hibridizalodhat a sziiletd RNS-sel. Ugyanakkor a DNS-RNS
hibridek az 5’-végi ssDNS reszekcio elétt is kialakulhatnak, kiszoritva a nem templat szélat,
igy az 5'-ssDNS végének jelentds expozicidja eldsegitheti annak nukledzok altali lebomlasat.

Mivel az 5'-végli DSB reszekcid kulcsfontossagu 1épés, amely a DSB-javitdst a homolog



rekombinacié felé tereli, a DSB-k DNS-RNS hibridjei eldsegithetik a homolog rekombinaciot
a nem homoldég DNS végek dsszekapcsolasa (NHEJ) altali javitassal szemben. A DNS-RNS
felismerését az NHEJ-faktorok altal (Aguilera & Gomez-Gonzalez, 2017). A transzkripcidsan
aktiv kromatin toréseit els6sorban a HR javitja, mig a transzkripciosan inaktiv kromatinon

beliilieket az NHEJ (Aymard et al., 2014).

Az ¢érintett fehérjék a javitas sajatossagatol fiiggden eltéroek lehetnek, de ugy tlnik,
hogy az események sorrendje kovetkezetesen jatszodik le: a DSB-nél az 5'-végli reszekciot
kovetden a szabaddd valt 3’ végen egy DNS-RNS hibrid képzddik, amely olyan fehérjéken
keresztiil segiti a javitast, mint a RADS52, XPG1, BRCAI és BRCA2. Az RNS-t ezt kdvetden a
senataxin, az RNaz H1, az RN4z H2 vagy a DDXI eltavolitja, lehetévé téve a RADS1 DNS-
hez val6 kotddését és a homolog rekombindciot. A DNS-RNS hibridek jelenléte a DSB-ken jol
példazza egy atmeneti hibrid jelentéségét, amely fontos funkcioval bir, de késobb eltavolitasra

kertil a lehetséges problémak elkeriilése érdekében (Niehrs & Luke, 2020).

1.3. R-hurok, mint genom instabilitast okozo struktira

Az R-hurkok szamos mechanizmus révén okozhatnak DNS-karosodast. Az R-hurkok
exponalt ssDNS szakaszokat eredményeznek, amelyek kémiailag instabilabbak, mint a dsDNS,
¢s hajlamosabbak a transzkripciés mutagenezisre (TAM), a rekombinéciora (TAR) és a DSB-
kre. Az emldssejtek altal expresszalt aktivacio altal kivaltott citidin-deaminaz (AID) és az
Apolipoprotein B mRNS-szerkesztd katalitikus polipeptid (APOBEC) tagjai a ssDNS
citozinjait uracilla képesek dezaminalni. Ezt kdvetden az uracil DNS-glikozilaz kivagja az
uracil bazist, abazikus helyet hozva létre, amelyek bazisszubsztiticidkhoz vagy ssDNS-
bevagasokhoz vezethetnek, amibdl a replikacios villa kialakulasakor DSB keletkezhet
(Costantino & Koshland, 2015). Julie Solier és munkatérsai kimutattdk human sejtekben, hogy
a kiilonbozé RNS-feldolgozo faktorok, koztiik az Aquarius (AQR) és a Senataxin (SETX)
RNS/DNS-helikazok hidnya vagy a topoizomeraz I gatlasa altal indukalt R-hurkok DNS-kett6s
szal torést okoznak az XPF és XPG nukleotidkivagé javitas (NER) endonukledzainak hasitasan
keresztiil. Tovabba a DSB kialakuldsahoz sziikség van a transzkripcidhoz kapcsolt
nukleotidkivagd javitds (TC-NER) faktorara, a Cockayne szindroma B csoportjara (CSB),
azonban a globalis genomjavité fehérjére, az XPC-re nem. Az RNS-polimeraz ledllasa lehetdveé
teszi a CSB szamara az XPF és XPG endonukleazok toborzasat. Az XPF és XPG szimplaszala
DNS rést hoz 1étre, amely DNS-replikaci6 révén DSB-v¢ alakithato, és/vagy az XPF és XPG

mindkét szalon elhasitja az R-hurkot, DSB-t hozva létre. Ezek az eredmények azt mutatjak,

6



hogy a TC-NER faktorok potencialisan szerepet jatszanak az R-hurok altal kivaltott DNS-

karosodéasban ¢és a genom instabilitdsaban (Sollier et al., 2014).

DSB-k keletkezhetnek az R-hurok és a replikacios gépezet kozotti fizikai iitkozés
hatéséra is. Ezt bizonyitja az is, hogy a DNS-replikacio gatlasaval megakadalyozhaté az R-
hurok altal kivaltott DSB képzddés. Az R-hurkok hatalmas fizikai akadalyt jelenthetnek a
replikaciés villdban viszonylag stabil masodlagos DNS szerkezetiik, illetve a transzkripcios
apparatus ¢és mas RNS-feldolgoz6 enzimek jelenléte miatt. Az R-hurkok kozvetleniil okozhatjak
a villa 6sszeomlasat €s a DSB képzddését, még a nukleazok, példaul XPF és XPG beavatkozasa

nélkiil is (Sollier & Cimprich, 2015).

1.4. R-hurok kapcsolata human betegségekkel

Az R-hurkok szdmos huméan betegségben szerepet jatszanak, ideértve a daganatokat, a

neuroldgiai rendellenességeket és az autoimmun betegségeket.

Az R-hurkok altal kozvetitett genomi instabilitas hozzajarulhat a rakos sejtekre jellemzo
mutaciokhoz és kromoszoma atrendezddésekhez (Negrini et al., 2010). A gyakori torékeny
helyek (CFS - common fragile site) az emberi genom azon régioi, amelyek hosszi géneket
tartalmaznak és az S-fazisban lassan replikalodnak, a DNS-torések forrd pontjai (Glover, 2006).
A CFS-ekben R-hurkok képzddnek, az ebbdl fakadé DNS-replikacios villa és transzkripcios
gépezet kozotti ltkozések hozzdjarulnak a CFS 16kuszok instabilitasdhoz. Az R-hurkok
eltavolitasa RNaseH overexpresszidval csokkenti a CFS-hez kapcsolddd genomi instabilitast

(Helmrich et al., 2011).

A tumorszupresszor BRCA2 deplécioja R-hurok akkumulaldédast és a DNS hibajavito
ellendrzépont aktivalodasat okozza. A BRCA2 részt vehet az RNS-DNS hibridek
processzalasaban/eltavolitdsdban, maskiilonben a replikacios stressz és a genomialis instabilitas
forrasa (Bhatia et al., 2014). A BRCA2 gyakran mutéalédik és inaktivalodik daganatokban,
kiilonosen emldérakban (Roy et al., 2012).

1.5. R-hurok vizsgal6 médszerek

Szamos technika &ll mar rendelkezésre az R-hurok struktira azonositasara ¢és
jellemzésére. Egészen a kozelmultig a legtobb tanulmany az S9.6 antitestet hasznalta az R-
hurkok kimutatasara ¢€s izoldldsara a DNS:RNS immunprecipitdcionak (DRIP) nevezett

modszerrel, immunfluoreszcens jelolésekkel vagy dot blot technikaval.



Az S9.6 monoklonalis antitestet 1986-ban egerekben allitottak elé6 ®X174 bakteriofag
eredetli szintetikus DNS-RNS hibrid antigénnel valé immunizalassal. Az antitestet magas DNS-
RNS hibrid specificitassal és affinitassal jellemezték (Boguslawski et al., 1986). Az S9.6 scFv
affinitasat nem befolyasoljak jelentdsen a kiilonb6z6 pufterviszonyok vagy az 500 mM NaCl
alatti ionerdsség. Az altala ersen megkotott legkisebb epitdp hat bazispar DNS-RNS hibridet
tartalmaz6 fragment. Az S9.6 koriilbeliill 0,6 nM disszocidcids allandot mutat a DNS—RNS
hibridre, és 2,7 nM az AU-ban gazdag duplaszala RNS-re (Philips et al. 2013). A viszonylag
er6s duplaszala RNS kotés kivédésére javasolt a nukleinsavon RNase emésztést végezni az
immunprecipitalas vagy jeldlés eldtt, olyan kondicidban, melyben az R-hurkok nem sériilnek,
viszont a szabad RNS-eket le tudjuk emészteni. Hasznalhatunk ehhez Rnase T1, Rnase III vagy
magas s6 mellett (300 mM NaCl) RNase A enzimet (Chédin et al. 2021, Halész et al., 2017).
Mivel a dsRNS ¢és az R-hurkok szerkezete jelentdsen eltér, nem valdszinii, hogy az antitest csak
az R-hurok foszfat-cukor vazszerkezetét ismeri fel, amelyre a szekvencia fliggetlen kotddéshez
sziikség lenne. Fabian K&nig és munkatarsai kimutattak, hogy az antitest affinitasa szekvencia
specifikus (Konig et al., 2017). Emiatt érdemes az S9.6-t61 fiiggetlen mddon is vizsgalni az R-

hurkokat.

Az R-hurok leképezésének legszélesebb korben alkalmazott modszere a DRIPseq
(Ginno et al., 2012), amely 0j generacids szekvenalast hasznal az S9.6 immunprecipitacidoval
izolalt R-hurkok térképezésére. A DRIP-seq-ben nukleinsavat izoldlnak a sejtekbdl, majd
restrikcids enzimekkel vagy szonikaldssal fragmentaljak azt. A genom restrikcios enzimekkel
torténd feldarabolésa torzitast okozhat és korlatozza a felbontast, kiilondsen a gének 5’ végén
(Halasz et al., 2017). Emiatt inkdbb a DNS ultrahangos kezelése javasolt a fragmentalasra, a
restrikcids enzimek haszndlata helyett (El Hage et al., 2014; Haldsz et al., 2017). Az
immunprecipitdcié utdn a  szekvenalé  konyvtarakat szabvanyos  dsDNS-alapt
konyvtarkészitéssel hozzak 1étre. A szekvenalas validalasat néhany kivalasztott genomi région
az IP mintan végzett QPCR-el végezhetjiik el, mellyel nagyobb pontossagi kvantifikaciot
érhetiink el. A DRIP-seq konzisztens, reprodukalhat6 és népszerti moédszernek bizonyult az R-
hurkok szekvendldsdban. Szamos tovabbfejlesztése keletkezett a moddszernek, melyekkel
példaul szélspecifikussa tették a térképezést. Példaul ez megoldhatd szal-specifikus DNS-
konyvtar-készitéssel, mint a ssDRIP-seq-ben (Xu et al., 2017). Tovabba az R-hurok RNS-
szalanak cDNS-szintézis utani szekvenalasaval (DRIPc-Seq) (Sanz et al., 2016). Az S1-DRIP-
Seqg-nek nevezett modszer pedig magaban foglalja az S1-nukledz felhasznalasat az R-hurok

kiszoritott ssDNS-ének lebontasara, igy az immunprecipitdlt DNS szekvenalasa szintén



crer

DRIP-seq egyesiti az in situ ssDNS biszulfit kezelést az S9.6 immunprecipitalassal, ezaltal
javitja a hibridek és az ssDNS azonositdsanak specificitasat. A biszulfit kezelés sordn a szimpla
szalt DNS-en a nem metilalt citozinok deaminalédnak, uracilla alakulnak (a PCR amplifikacio
soran pedig az uracil timinné konvertdl), ez a szekvencia moddosulas teszi lehetévé a

szalspecificitast (Dumelie & Jaftrey, 2017).

Masik megkozelités a katalitikusan inaktiv, tagelt RNaz H1 transzfekcidja sejtekbe €s
ezen a modositott RNaz H1-en keresztiili immunprecipitacio, amely képes felismerni a DNS-
RNS hibrideket, de nem tudja lebontani a hibrid RNS szalat. Ezt a mddszert R-ChIP-nek
nevezték el (Chen et al., 2017). Az R-ChIP kevesebb R-hurkot alkot6 régiot azonosit, mint az
S9.6-alaptit DRIP-seq vagy DRIPc-seq. R-ChIP-el leginkdbb a promotereknél sikeriil R-
hurkokat azonositani, a transzkripcids terminator régioknal nem. Az R-ChIP kisebb R-hurkot
alkotd régiokat azonosit, mint a DRIPc-seq. A katalitikusan inaktiv RNéz H1 enzim talzott
expresszioja azzal a kockazattal jar, hogy in vivo megzavarja az R-hurkok dinamikajat. Az R-
ChIP emldssejteken torténd megvalositasdhoz ezért fontos, hogy a katalitikusan inaktiv RNaz
H1 megfeleld szinten expresszalodjon: til magas expresszio esetén fennall a domindns-negativ
hatasok kockazata; tal alacsony expresszid esetén, pedig fennall annak a veszélye, hogy az
endogén, katalitikusan aktiv enzim megzavarhatja a katalitikusan inaktiv mutans kotodését és
az R-ChIP hatékonysagat. Valosziniileg kiilonbozd tipusu R-hurkok vannak, melyeket
kiilonboz6 tipust fehérjék ismernek fel. Ez lehet az oka annak, hogy az R-ChIP nem
azonositotta a terminator régidkat R-hurok hotspotként az emberi sejtekben (Chen et al., 2017),
ahol az R-hurkokat a DNS-RNS helikdzok, példaul a Senataxin felismerik és szétvalasztjak,
mig az RNaz H1 nem k&tddik (Skourti-Stathaki et al. 2011). Ez megmagyarazhatja, hogy miért
azonositott az R-ChIP kevesebb R-hurkot alkot6 fragmentet, mint a DRIP-seq vagy DRIPc-seq.
Elképzelhetd, hogy a DRIP alkalmasabb a hosszua élettartamt R-hurkok detektalasara, mig az
R-ChIP jobb lehet az RN4z H1 altal lebontott rendkiviil dinamikus R-hurkok észlelésére
(Vanoosthuyse, 2018).

Az egyik legljabb, S9.6 antitest fliggetlen modszer, a biszulfit kezeléses technika
tovabbfejlesztése, az SMRF-seq. Gyengéd DNS izolalds ¢€s restrikcids enzimes emésztést
kovetden végzik nem denaturalt kdrnyezetben a biszulfit kezelést. A hosszl leolvasasu, egyedi
molekuldkat szekvendld6 PacBio szekvenalds lehetévé teszi az R-hurok ,,ldbnyomok”
azonositasat kozel nukleotid pontossagu felbontassal, szalspecifikus moédon a hossza egyedi

DNS-molekulakon, ultramély lefedettség mellett (Malig et al., 2020).



Fontos megjegyezni azt a megfigyelést, amely szerint a DNS-replikaci6 az R-hurok
felhalmozodasanak modulatora, ami miatt a kiindulasi anyag sejtciklus-profilja, és kiillondsen
az S-fazisban és a mitozisban 1évd sejtek ardnya, nagymértékben befolyasolhatja a DRIP
eredményét. Ezért vagy szinkronizalni kell a vizsgalt mintdkat, vagy torekedni kell az S-

fazisban és a mitdzisban 1évo sejtek hasonlo aranyara (Vanoosthuyse, 2018).

1.6. R-hurok szabalyozo gének, fehérjék azonositasa

Az utdbbi években tobb tanulmany megjelent, melyben nagy ateresztoképességi

szliréseket végeztek az R-hurok szabalyozo-, koto fehérjék azonositasa érdekében.

A human R-hurok koté fehérjék azonositasanak eddigi egyik legjelentdsebb eredménye
Wang ¢és munkatarsainak a kutatdsabol szarmazik. Kétféle szintetikus DNS-RNS hibriddel
végzett pull-down assay-ket kovetd tomegspektrometriaval 803 olyan human fehérjét
azonositottak, amelyek DNS-RNS hibridhez kotddnek, majd megerdsitették, hogy in vivo is
kotddnek a fehérjék az R-hurkokhoz. A 803 fehérjét szamos sejttani funkcio jellemzi, beleértve
az RNS-feldolgozas legtobb 1épését. A fehérjék jelentds része K-homolog (KH) és helikaz
doménekkel rendelkeznek. (A KH domén felismeri, illetve megkoti az RNS-t) Az azonositott
fehérjék koziil tobb mint 300 fehérje preferalta a DNS-RNS hibridhez valo kotddeést, a kettds
szalot DNS-el szemben (Wang et al., 2018). Természetesen a DNS-RNS hibridekhez valo
kotddés nem feltétlentil jelenti azt, hogy a fehérje szabalyozza is az R-hurkokat. Ugyanakkor a
fehérjék befolyasolhatjak az R-hurok stabilitdsat a transzkripcidra vagy a DNS-topologiara
gyakorolt kozvetett hatasokon keresztiil, anélkiil, hogy R-hurkot koétnének (Fournier et al.

2021).

Egy 2021-ben publikalt tanulmanyban Wu és munkatérsai egér embrionalis dssejteken
végeztek S9.6 immunprecipitaciot kovetd tomegspektrometrids analizist, amellyel 364 R-
hurokkal kolcsonhatod fehérjét azonositottak. Nukleolaris fehérjék, beleértve szdmos DEAD-
box csaladba tartozd helikdz fehérjék, erésen disultak a taldlatok koézott. A DEAD-box
helikazok alaposabb vizsgalata, feltarta a fehérjék szerepét a rRNS transzkripci6 utani érésében
¢és kozvetlen vagy kozvetett szerepét a differencidlodashoz kapcesolddo gének szabalyozasaban.
Ezek az eredmények az R-hurokhoz kapcsolodé fehérjék hatalmas haldzatat tartak fel, amelyek

kulcsfontossaguak az ¢ssejt homeosztazisban (Wu et al., 2021).

Andrés Aguilera munkacsoportja célzott szlirést végzett a potencidlisan karos R-hurkokkal
szembeni védelemben szerepet jatszo DNS-karosodas valaszfaktorok felkutatasara. Ehhez Hela

sejtvonalat 240 DNS-kéarosodas valaszfaktort kodold gént célzdé siRNS konyvtarral
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csendesitettek, majd S9.6-al végzett immunfluoreszcens jeloléssel vizsgaltak, hogy torténik-e
az R-hurkok mennyiségében valtozas. Ezaltal harom olyan DNS-kéarosodas valasz Gtvonalat
tartak fel, amelyek fontosak a DNS-RNS hibrid felhalmoz6dasanak megelézésében az emberi
sejtekben (Barroso et al., 2019).

Ezek a vizsgalatok nagyszeri kiinduld pontként szolgalnak tovabbi funkciondlis
vizsgalatokhoz, melyek segitségével kozelebb keriilhetiink az R-hurok szabalyozas

megértéséhez.
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2. Célkitiizés

Az ellendrizetlen R-hurkok veszélyt jelentenek a genom integritdsara, ezért
kulcsfontossagu az R-hurok strukturak felismerésében és szabalyozasaban résztvevo fehérjék
azonositasa, jobb megismerése. Ezért elsé célunk az ismert R-hurok szabalyozd gének és
daganatok kozotti kapcsolatok vizsgalata volt. Ehhez genomikai adatbéazisokat felhaszndlva
vizsgaltuk kulcsfontossagti DNS-RNS hibrid kot fehérjék génexpresszids adatait. Daganatos
beteg csoportok génexpresszids adatait Osszevetettiik a betegek tulélési adataival. Ezzel
vizsgalva az R-hurkok szerepét a betegségek progresszidjaban. Tovabbi célunk volt humén
tumor sejtvonalak gyogyszerérzékenységének €s a sejtvonalakban expresszalodd R-hurok

regulatorok kapcsolatanak a feltarasa.

Masodik célunk egy nagy ateresztoképességii R-hurok regulator screen kifejlesztése

volt barkodolt géndelécids élesztd konyvtaron (DRIP-BC-seq). A screen parhuzamos R-hurok
szint mérést tesz lehetdvé nagyszami mutdnson ugyanazon a genomi teszt szakaszon. Célunk
volt a DRIP-BC screen taldlatainak validalasa a teljes genomban DRIP-seq-el, a mutdnsok
vizsgalatok elvégzése a mRNS-seq-el. A génexpresszids vizsgalatokkal megérthetjiik, hogy a

géndeléciok milyen Uton okoztak valtozast az R-hurkok elhelyezkedésében, mennyiségében.

Harmadik célunk egy 0j térbeli genomszerkezetvizsgalo screen kifejlesztése volt (4C-

BC-seq), amellyel nagyszamu éleszté mutansban szimultan vizsgéalhatjuk egy adott genomi
teszt szakasz 0sszes 3D interakcioit. Tovabbi célunk volt, hogy a DRIP-BC-seq és a 4C-BC-
seq kozos taldlataival azonositsunk olyan mutansokat, amelyek egyszerre befolyasoljak az R-

hurkokat és a genom térbeli szerkezetét.

A 4C-BC-seq teljes genom szinten torténd validalasdhoz negyedik célul tiiztiik ki a Hi-

C kromatin haromdimenzios szerkezetvizsgalé modszer implementalasat a laborunkban. Ehhez
vad tipust €s Nodulin homeobox (NDX) mutans Arabidopsis thaliana modellndvényeket
vizsgaltunk. Ezzel egyuttal az R-hurkok kromatinszerkezet valtozasban vald szerepét is
tisztdzni kivantuk, mivel az NDX volt az els6 fehérje, amirdl bizonyitottak, hogy az R-hurok
szimplaszalia DNS szakaszdhoz kotddik €s feltételezhetden stabilizalja e szerkezetet (Sun Q et

al. Science 2013).
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3. Eredmények

3.1. R-hurok szabalyozo gének farmakogenomikai vizsgalata - fokuszban a
rakterapia

Elemzéseink soran azt vizsgaltuk, hogy a kulcsfontossagi R-hurkot kotd fehérjék
Osszefiiggésben allnak-e a rak tulélésével és a gydgyszerérzékenységgel. Szisztematikus
farmakogenomikai elemzést végeztiink ezen Osszefliggések azonositasara. Az R-hurok gének
¢s a rak kozotti kapcsolat vizsgalatdhoz elészor meghatiroztuk, hogy a Wang et al
tanulmanyaban azonositott RNS-DNS hibrid kot fehérjék (Wang et al., 2018) koziil hany
talalhat6 meg a rakos gének regiszterében (Repana et al. 2019), amely 2372 gént tartalmaz,
melyek szomatikus mutacidja rak kialakuldsdhoz vezethet. A 448 vizsgalt R-hurok gén koziil
92 szerepelt a rakot kivalto gének kozott, ami statisztikailag szignifikans feldusuldsnak szamit
(p=0,005792; kétmintas z proba). Ezen 92 gén koziil kivalasztottunk 36 gént, amelyek olyan
kiemelkedd molekuldris utvonalakban jatszanak szerepet, melyek R-hurok asszocidcidval
rendelkeznek és szerepet jatszanak a rak kialakuldsdban is (pl. DNS-topoldgia; RNS- DNS
hibrid ribonukle4dzok és helikdzok; RNS érés, splicing és export; DNS karosodas; kromatin

modositasok).

rrrrrr

Az R-hurok gének mRNS-expresszidjat a Cancer Genome Atlas (TCGA) adatbazisbol
toltottiik le, dsszehasonlitottuk az egészséges szovetek €s a primer tumorok génexpresszids
értekeit. ABUB3, DHX9, PRMT1, THOC4, THOC7, U2AF1 és ZNF207 (BUGZ) expressziodja
tobb primer daganatban megndvekedett a normal szovetekhez képest, mig az SRSF1
(ASF/SF2) a legtobb daganat esetén csokkent (kivéve az akut myeloid leukémiat; LAML). Ezt
kovetden vizsgaltuk, hogy az R-hurok gének génexpresszios szintje korrelal-e a rdkos betegek
tulélésével. A TCGA génexpresszios (RNS-seq) €s tulélési adatait felhasznalva elemzésiink
soran 12 862 Kaplan-Meier tulélési gorbét allitottunk eld, és szamos olyan esetet
azonositottunk, amelyek szignifikans tulélési 6sszefiiggést mutattak az R-hurok génexpresszios
szintjével (179 p < 0,05; 33 FDR < 0,05 esetén;). A legtobb tulélési Osszefliggést a
mellékvesekéreg karcinoma (ACC - 19 gén) és mesothelioma (MESO - 18 gén) esetében
figyeltiik meg az R-hurok gének alacsony expresszidjaval korrelalva. Az esetek 70%-aban (123,
p < 0,05) az R-hurok gének alacsony expresszidja mutatott Osszefliggést a rakos betegek
hosszabb tulélésével. Az RNASEH2A, PIF1, THOC6 és PRMT1 alacsony expresszidja példaul

szignifikdnsan meghosszabbitotta a talélési id6t mesotheliomaban (MESO), mig az alacsony
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FANCM mRNS-szint eldnyos volt az emldrak (BRCA) tulélése szempontjabol. Az esetek 30%-
aban (52 p < 0,05-nél) az R-hurok gének magas expresszioja tarsult a jobb tulélési aranyhoz;
példaul a TREX1 és a BUB3 magas expresszidja elényds volt a méhnyakrak betegeknél
(CESC). 10 R-hurok gén esetében a hosszt tava talélés kizarolag az alacsony expresszioji
betegek csoportjaban volt megfigyelhetd, fliggetleniil a rak tipusatol (ATXN2 (1) , BRCA2 (5),
CARMI1 (6), DDX19A (2), RNASEH1 (6), THOC2 (4), THOC3 (4), TOP1 (5), U2AF1 (2),
ZNF207 (3)). A tobbi 26 R-hurok gének esetén a magas vagy alacsony expresszioji csoportok

elonyossége raktipusonként valtozo.

A talélési asszociaciok szama szerint ugy tinik, hogy az RNASEH2A, BLM, BRCAL,
BUBS3 ¢és PIF1 tobb rak esetében is fontosak a tulélés szempontjabol, mig az ATXN2, DDX19A
¢s U2AF1 hatésa csak a rak bizonyos tipusaira korlatozodik. Annak bizonyitdsara, hogy az
analizistink képes azonositani a valds génexpresszid - rak tulélés Osszefliggéseket,
elemzésiinkbe egy onkogén (ERBB2 - HER2) és egy tumorszuppresszor (TP53) gént is
funkciojuk. Az R-hurok gének génexpresszidja hasonld szdmua (néhdny esetben tobb) rakos
megbetegedés esetén hozhatd Osszefliggésbe a tuléléssel, mint az ERBB2 ¢s a TP53 esetében,

ami az RNS-DNS hibrid k6to fehérjékkel kapcsolatos megfigyeléseink relevancidjat erdsiti.

rrrrrr

Annak érdekében, hogy azonositsuk azokat az R-hurok géneket, amelyek potencialis
gyogyszercélpontok lehetnek a daganatterapia sordn, szinergikus kolesonhatisokat kerestiink
rakos sejtvonalakbdl szarmaz6 R-hurok gének mRNS expresszios allapota €s a kemoterapias
szerekkel szembeni érzékenység kozott. 1065 rdkos sejtvonal 297 droggal szembeni
érzékenységét hasonlitottuk 0ssze az egyes sejtvonalakban a vizsgélt R-hurok gének mRNS
expresszios adataival. A vizsgalt drogok az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag
(FDA) altal elfogadottak, bioldgiai titvonalak széles skalajat fedik le, beleértve a protein kinaz
jelatvitelt, a citoszkeleton mikodését, a DNS-replikacidt, a DNS-javitast és sejtciklus

szabalyozast.

Osszesen 22 414 drog érzékenység és génexpresszid asszociacidt azonositottunk (22
414 - p < 0,05; 508 - FDR < 0,05). A szignifikans kolcsonhatasok teljes szama jelentds
eltéréseket mutat gyogyszerenként (70-230 interakcid gyodgyszerenként) és a drogok altal
megcélzott molekularis Gitvonalak szerint csoportositva is. A legszélesebb korben reprezentalt

utvonalak kozé tartozott a Ser/Thr protein kinaz utvonal és a PI3K/RTK/MAPK jelatvitel, mig
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a leggyakoribb gyogyszercélpontok a MEK1/2, BRAF, PARP1/2, HSP90, AKT1/3, GSK-k,
PI3K-k, IGFIR, ROCK1/3 és EGFR voltak. A vizsgalt R-hurok gének 80%-anal talaltunk
szignifikans gyodgyszerérzékenységi asszociaciot (29 p < 0,05; kivéve a BRCA2, BUGZ,
DDX19, RNASEHI, RTEL1, THOC3 és THOC4; S1_4 tablazat), ebbol a CARM1, EWSRI,
DHX9 ¢és a THOC1 mutatta a legtobb gyogyszerkdlcsonhatast. Jelentds eltéréseket figyeltiink
meg a kiillonb6z0 rakos sejtvonalak kozotti  gydgyszerkdlcsonhatdsok szamdban,
iranyultsagaban. Példaul a kissejtes tiidé karcindbma és a petefészekrak sejtvonalak a legtobb
vizsgalt vegyliletre és génre nézve negativ asszociaciét mutattak, mig a B-sejtes leukémia, a
Hodgkin-limfoma, a fej-nyakrdk és az Ewing-szarkdma sejtekre tilnyomorészt pozitiv
asszociacié volt jellemzd. Ezek a kiillonbségek arra utalnak, hogy az RNS-DNS hibrid kot
fehérjék hatasa eltérd kimenetel lehet a kiillonb6zé kemoterapids kezelésekre adott

valaszokban a genomialis kontextustol/raktipustol fliggden.

rrrrr

Mivel a természetes daganatokbdl szarmazo rakos sejtvonalak jol tiikkrozik a primer
rakok genomidlis kontextusat és szoOvettipusat, az azonositott gyogyszerkolcsonhatasokat
lesziikitettiik azon R-hurok génekre, amelyek szignifikans talélési asszocidciokat mutattak a
megfeleld primer rak esetében. Ezaltal 1630 szignifikans talélés és gydgyszerkolesonhatast
azonositottunk (p < 0,05), amelyek 29 R-hurok gén expresszidjaval vannak kapcsolatban (hét
R-hurok gén nem szerepel az eredmények kozott, mert nem volt talélés vagy

.....

daganatnak megfeleld sejtvonal).
A kovetkez6 tendencidkat figyeltilk meg:

1) A legtobb tulélési interakcio a kovetkezd 10 génnél figyelhetdé meg, melyek sziginitkans drog
kolesonhatassal is rendelkeznek: BLM, RNASEH2A, ATXNI1, BRCA1, BUB3, CARMI,
GADD45A, FANCD2, THOCI1, THOC?2.

i1) A THOC2 magas expresszioja szarkéma sejtvonalakban a CX-5461 (G4 ligand / RNS-
polimeraz I inhibitor) magas 1C50-értékével tarsult, ami arra utal, hogy a CX-5461 kevésbé
hatékony a magas THOC2 expressziot mutatd szarkomak kezelésében. Ehhez képest a CX-
5461 alacsony IC50-értéke az ATXN1 és TREX1 magas expresszidjaval, valamint a melanoéma

¢és a méhtest rakbetegeknél hosszabb tulélési idovel jart egyiitt.

iii)) A BRCAI expresszidja a nyeldcsd karcinoma sejtvonalakban az 5-fluorouracillal (5-FU)

szembeni magas IC50-nel (rezisztenciaval) tarsult, mig az alacsony BRCA1-szint jobb tulélést
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eredményezett nyeldcsé karcinomaban. Ez arra utal, hogy az 5-FU kezelés hatékony lehet a
BRCA1(-) nyeldcs6 karcindmak kezelésében. Hasonloképpen, a BRCA1 expresszidja glioma
sejtvonalakban az (52)-7-oxozeaenol, a GDC0941, a refametimib ¢és a szelumetinib
hatékonysaganak csokkenésével jart egylitt, mig az alacsony BRCAT1 szint jotékony hatassal
volt a low-grade glioma tulélésére. Ezenkiviil a mesothelioma sejtvonalak rezisztensek a
doxorubicinre, az OSU-03012-re vagy a thapsigarginre, ha expresszaljak a BRCA1-et. Ezek a
gyogyszerek potencidlisan hatékony kemoterdpias szerek a BRCA(-) gliomak és
mesotheliomak kezelésére. Fontos, hogy az 5-FU-t egy nyeldcs6karcinomaval (NCT00052910)
kapcsolatos  klinikai vizsgéalatban tesztelik, a szelumetinibet low-grade gliomdban
(NCTO01089101), a doxorubicint pedig mesotheliomaban szenvedd betegeknél
(NCT05063420506342) vizsgaljak.

iv) A legtobb gyogyszer/gén asszociaciot az RDEA119, a szelumetinib és az olaparib esetében
figyeltiik meg. A legtobb sejtvonal rezisztens RDEA119-re és szelumetinibre, olaparibra
viszont érzékenységet mutat magas R-hurok gén génexpresszids szint mellett (kiegészité S3
abra). Példaul a szelumetinib-kezelés hatastalan volt az AQR-t overexpresszalé gyomor
adenokarcinoma sejtvonalakban (NCT02448290 - 2. fazis), az ATXNl-et vagy BLM-et
overexpresszalo szarkoma sejtvonalakban (NCT03155620 - 2. fazis, NCT01752569 - 2. fazis),
a BRCAI1-t vagy RNASEH2A-t overexpresszald glioma sejtvonalakban, a FANCM-et vagy
RNASEH2A-t overexpresszald veserak sejtvonalakban és a TREXI-etoverexpresszalo
endometrium karcindma sejtvonalakban. Ami a betegek tulélését illeti, az AQR, ATXN1, BLM,
BRCAT1 és RNASEH2A alacsony expresszidja hosszabb tuléléssel parosult a primer rakos
megbetegedések esetén, kivéve a FANCM ¢és TREX1 esetében, ahol a magasabb mRNS-szint
volt elényds a vesesejtes karcindmas és endometrium karcindmaés betegeknél. Az olaparib
kezelés eredményes volt a magas DDX19A expresszidt mutatd prosztata adenokarcindma
sejtekben és a GADD45A-t overexpresszalo mellrdk sejtekben, de a magas ZNF207 (BUGZ)
expresszioval rendelkezd mesothelioma sejtvonalak rezisztensnek bizonyultak a kezelésre. Az
Olaparib klinikai vizsgalat alatt 4ll mesotheliomaban (NCT03531840 — 2. fazis), prosztata
adenokarcinoméban (NCTO01682772 — 2. fazis) és emlérakban (NCT02000622 — 3. fazis)

szenvedo betegeken.

v) Szamos olyan gydgyszer, amely klinikai vizsgélat alatt all az emldrak kezelésére, alacsony
IC50-értéket mutat a magas BRCAI1 génexpressziojui mellrdk sejtvonalakban. Példaul
rukaparib (NCT02505048 — 2. fazis, BRCA1,2 mutans betegek), dabrafenib (NCT02465060 —
2. fazis, BRAF V600E/R/K/D mutans betegek), vismodegib (NCT02465060 — 2. fazis - SMO
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vagy PTCH1 mutans, NCT02694224 - 2. fazis), BMS-754807 (NCT01225172 - 2. fazis) és
ruxolitimib (NCT01562873 - 2. fazis, NCT02928978 - 2. fazis).

vi) A magas BRCAI1 génexpresszidt mutatd nyeldcsOkarcindma sejtvonalak alacsony IC50-
értékkel jartak a motesamib-, cisplatin- és trametinib-kezeléseknél, amelyeket kiilonféle
klinikai vizsgalatokban tesztelnek (NCT00101907 - 1. fazis, NCT00655876 - 3. fazis,
NCT20246, NCT2020246).

vii) A glioma sejtvonalakban az alacsony CARMI1 expresszid az SN38 kezelés (1. tipusu
topoizomeraz gatlo, az irinotekan aktiv metabolitja) jobb hatékonysagaval jart egyiitt, mig az
alacsony CARMI szinttel rendelkezd gliomas betegek hosszabb talélést mutattak. Lehetséges,
hogy a CARMI1(-) rdkok érzékenyebbek az SN38 gyogyszeres kezelésre, ami a Top3B ¢és a

Top1 gétlasdhoz vezet, ami viszont ndvelheti az R-hurok szintjét [32] és sejthalalt indukalhat.

3.2. R-hurok szabalyozo gének azonositasa élesztd gén delécios konyvtar
segitségével.

Az R-hurkok daganatterapidban betdltott szerepének vizsgalataval parhuzamosan egy élesztd
gén delécios konyvtarat segitségiil hivva elkezdtiink egy “screening” jellegii kisérlet sorozatot

az eddig nem ismert R-hurok szabalyozé gének azonositasdnak érdekében.

3.2.1. DRIP-BC-seq modszer beallitasa

Az altalunk kifejlesztett DRIP-BC-seq modszer sordan az Epi-ID gén delécios élesztod
konyvtaron DNS-RNS hibrid immunprecipitaciot (DRIP) végeztiink, majd az immunprecipitalt
mintabol PCR-el amplifikaltuk a kiilonb6zd géndelécidkat azonositd barkddokat (BC), végiil
az egyes barkodok mennyiségét Uj generacios szekvenalds segitségével kvantitaltuk. igy
lehetové valt a barkod kornyezetében megmérni az R-hurok szint kiilonbségeket a kiillonb6zo

gén delécios €lesztd torzsek kozott.

A DRIP kisérlethez az izolalt genomi DNS-t csupan enyhén fragmentaltuk ultrahangos
kezeléssel annak érdekében, hogy a barkdd szélesebb kornyezetérdl nyerjiink informaciot. A
gélképen lathat6, hogy a DRIP-hez hasznalt DNS kisebb, mint 5 kb fragment méretli volt. Az
immunprecipitaciot kovetd barkod PCR 50 ng DNS-en ment. Korabban kiprébaltuk 12,5 ng,
25 ng és 50 ng epi-ID élesztd konyvtarbol szarmazd DNS-en a barkdéd PCR-t és agar6z gélelfon
ellendrizve a PCR termékeket, ugy lattuk, hogy 12,5 - 50 ng kozott a PCR termék mennyisége

linearisan novekszik, tehat ezzel a kezdeti DNS mennyiség tartomannyal végezve a PCR-t, 17
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PCR ciklust haszndlva, kvantitativ eredményt kapunk. Az immunprecipitaciot, RNaseH
elokezelt mintan is elvégeztiikk, viszont a barkod PCR az RNaseH eldkezelt DNS-bol
immunprecipitalt mintdn nem eredményezett terméket. Feltételezhetéen az RNaseH eldkezelt
minta immunprecipitatuma csak aspecifikusan kotodott DNS-eket tartalmazott. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a kezeletlen mintan végzett immunprecipitacio (IP) S9.6 antitest specifikus
DNS szakaszokat eredményezett az IP eluatumban ¢€s a barkod kornyékén az élesztd torzsek

legalabb egy részében talalhatd R-hurok.

A DRIP-BC-seqghez készitett DRIP mintakat QPCR-el is ellendriztik egy R-hurok
szempontjabol pozitiv €s negativ genomi région. Az RNaseH kezelt mintaban tbb, mint felére
csOkkent a DRIP jel (IP/input arany) a pozitiv genomi régién (Posl primer), mig a negativ
genomi région (CEN16 primer) nagyon alacsony QPCR jelet detektaltunk az RNaseH kezelt és

kezeletlen mintdkban egyarant.

3.2.2. DRIP-BC-seq screen talalatai

Mind a 4200 gén mutéans torzson elvégezve a DRIP-BC-seq kisérletet 110 torzset talaltunk
melyekben a DRIP jel a barkod ~10 kb kornyezetében szignifikansan ndvekedett (IP/input >
1,5), 89 torzsben pedig szignifikansan csokkent (IP/input <0,67) a DRIP jel. A két gén csoporton
funkcionalis annotaciot végeztiink a DAVID adatbazis hasznalataval és azt talaltuk, hogy azon
deletalt gének kozott melyek hianya R-hurok novekedést eredményezett jelentésen disulnak a
mitokondrialis funkci6ji, metabolikus folyamatokkal kapcsolatos gének. Azon deletalt gének
kozott melyek hianya a DRIP-BC-seq alapjan R-hurok csokkenést eredményezett a gén
funkciokban jelentds egyezést nem talaltunk. Viszont emlitésre méltod lehet, hogy néhany
ubikvitin-kotéssel (7 db) kapcsolatos és autofagidval (4 db) kapcsolatos gén megtalalhatd a
csokkent DRIP-BC-seq eredményti taldlatok kozott. A szignifikdnsan magasabb DRIP jeli
torzsek koziil kivalasztottunk 11 mitokondrialis funkcioval bir6 torzset, melyeken teljes genom
DRIP-seg-et ¢s DRIP-QPCR méréseket végeztiink. Vizsgaltuk a kivalasztott torzsek
novekedését YPD és YPG agar platen spot assay-nek nevezett novekedési assay-vel. Azt
tapasztaltuk, hogy YPD gazdag taptalajon mindegyik mutans képes néni, viszont az rpo4iA,
met74, mgml014, mss1164 torzsek jelentdsen lassabban nének a vad tipushoz képest. YPG
agaron, ahol a gliikkdz helyett glicerol van a taptalajban, ugyanezek a torzsek egyaltalan nem
mutattak novekedést. A gaslA és pet20A torzsek pedig sokkal lassabban ndttek, mint a vad

tipusu élesztd torzs.
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3.2.3. DRIP-BC-seq talalatainak validalasa teljes genom DRIP-seq-el és QPCR-el

Minden DRIP kisérlet el lett végezve RNaseH elokezelt DNS-en is negativ kontrollként, majd
QPCR-el vizsgaltuk a mintdkat R-hurok szempontjabol pozitiv és negativ genomi région (EIl
Hage & Tollervey, 2017). Az RnaseH kontroll mintanal a pozitiv régioban (18S rDNS) nagyon
alacsony jelet detektaltunk, az R-hurok negativ genomi régioban (CEN16) pedig a normal és
RNaseH eldkezelt mintaban egyarant nagyon alacsony jelet mértiink. Ez alapjan a DRIP-ek R-
hurok specifikus jelet mutatnak. A 18S rDNS régio a kiilonbozé mutansok DRIP jel er6sségének
Osszehasonlitasara nem megfeleld valasztas, mert ez a DNS szakasz 100-200 kopiaban is jelen
lehet a genomban, viszont R-hurok szempontjabol nagyon erds pozitiv kontroll régio, a mdodszer

hatékonysaganak ellenérzésére kitinden alkalmas.

A barkéd 10 kb kornyezetét dsszesitve (DRIP-seq score) vizsgalva az exo54, mgmliA, dssiA
torzseket leszamitva a vad tipushoz képest a DRIP jel ndtt a validaldlasra kivalasztott

torzsekben, tehat sikeres volt a DRIP-BC-seq validalasa.

Ehhez képest a barkod kornyezetében R-hurok szint ndvekedést mutatd torzsek, a teljes genom
DRIP-seq 0sszesitett peak szamat tekintve, tobb esetben a varttol eltéré eredményt mutattak. Az
unglA, rpo414, oye2A, met74, gaslA mutansokban jelentdsen csokkent az Osszesitett peak
szam, tehat a vad tipushoz képest az R-hurkok nagy aranyban eltlintek ezekben a torzsekben.
Az exo54, mgmlid, pet204, dssid, mssll6A4 torzsekben a DRIP-BC-seq eredményével
egybevag, hogy a vad tipushoz képest globdlisan megnovekedett az R-hurkok szdma. Az
mgm1014 mutansban kis mértékii peak szam névekedést tapasztaltunk. Tehat a DRIP-BC-seq
eredményével az 6ssz peak szamot vizsgalva 6 torzs DRIP-seq eredménye vag egybe a vizsgalt
11 torzs koziil, ez az eltérés a screening modszer jellegének tudhato be. Ezért is nagyon fontos
a validalas, viszont a teljes genom DRIP-seq-el azonositott R-hurok csokkenést mutatd torzsek
hasonloan figyelemfelkeltdek és tovabbi vizsgalatokra érdemesek, mint az R-hurok

novekedéssel jellemezhetd torzsek.

A teljes genom DRIP-seq eredményét is validalni kivantuk (illetve kdzvetve egyuttal a DRIP-
BC-seq eredményét), ezért két a barkdd kozelébe tervezett primerrel QPCR-t végeztiink a DRIP
mintadkon. Az egyik primer par a barkodtol ~2 kb tavolsagra, mig a masik ~5 kb tavolsagra lett
tervezve. A DRIP-BC-seq-nél a fragment méret atlagosan 3 kb volt, mig a teljes genom DRIP-
seq-nél csak ~1 kb, ezért érdemes a teljes genom DRIP-seq-et egymastol ~3 kb tavolsagra 1évo

régiokon is vizsgalni a barkod ~5 kb kdrnyezetében.
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A DRIP-QPCR-el a DRIP-seq-ben a barkéod ~6 kb kornyezetében tapasztalt széles DNS
tartomanyt lefedé vagy nagyobb foku valtozasokat sikeriilt validalni. Ilyen példaul az exo54 és
pet204 torzsekben megfigyelhetd jelentés R-hurok szint ndvekedés, az unglA, met74
torzsekben pedig a nagy mértéki RNS-DNS hibdrid csokkenés a vad tipushoz képest.
Leginkabb szembetiind ellentétes eredményt az rpo4i4 torzs DRIP-QPCR eredményében
lattunk a vizsgalt két genomi région. Mig a PTP1 régidban nétt a DRIP jel, az SSBI1 régidoban
csokkent. A genome browserrel megjelenitett DRIP-seq jelerdsség alapjan mindkét régidban
csokkenés lathato, de egy altalanos alacsony szintii jel is megfigyelhetd a latoémezo teljes 14 kb
hosszlisagl szakaszan, ami miatt szabad szemmel nehéz a kiilonbséget megitélni. A barkod 10
kb kornyezetét vizsgalva az Osszesitett DRIP jel mennyiség kvantitalasa alapjan nott az R-
hurkok szintje a barkéd kornyezetében. Ehhez képest globalisan vizsgalva az rpo414 torzset
azonban nagyfoku R-hurok szint csokkenést tapasztaltunk, ami eredménnyel dsszhangban allt
a késobb elvégzett mRNA-seq eredménye is. Az R-hurkok dinamikdja, illetve genom
variabilitasa okozhatja, hogy annak ellenére keriilt néhany torzs a 1atokoriinkbe a DRIP-BC-seq
emelkedett R-hurok szintet mutatd torzseit vizsgalva, hogy globalisan R-hurok deplécio
jellemzi 6ket.

Osszességében elmondhato, hogy a barkod 10 kb kérnyezetét DRIP-seq-el vizsgalva a torzsek
tobbségeben sikertilt validalni a DRIP-BC-seq eredményét. Globalisan vizsgalva az R-hurok
szint valtozast viszont jelentds eltérést detektaltunk a DRIP-BC-seq eredményéhez képest.

Szamos mutansban nagymértékben csokkent a DRIP jel az egész genomot tekintve.

3.2.4. igéretesnek tiiné DRIP-BC-seq talalatok génexpresszios analizise

A validéciora kivalasztott élesztd torzseken génexpresszids analizist végeztiink mRNA-seq
hasznalataval. Globalisan vizsgalva a génexpresszios szinteket nem lathatd nagyobb eltérés a
kiilonb6zé mutans torzsek €és a vad tipusu €leszté kozott. A vad tipushoz képest alul és
feliilexpresszalt gének annotaldsat nézve viszont 3 génmutans térzs génexpresszid valtozasa
nagyon érdekesnek bizonyult és egybecseng a teljes genom DRIP-seq-el kapott eredményekkel.
A met74 torzsben 33 transzpozonnal kapcsolatos gén magasan expresszalodik, melyek koziil
29 RNS-DNS hibrid ribonukleaz aktivitassal is rendelkezik. Ezzel jol korrelal, hogy a met74
mutansban globalisan kb. 6todére csokken az R-hurkok mennyisége. Ehhez képest a dssiA
élesztokben 12 transzpozon gén alul expresszalodik, melyek koziil 11 gén RNS-DNS hibrid
ribonukleaz aktivitassal bir. Ezzel szintén szinkronban all, hogy a dss/4-ban az R-hurkok
szintje csaknem dupldjara n6 a vad tipushoz képest. A met74 és rpo414 torzsekben a csokkent

R-hurok szinttel pérosul, hogy szdmos riboszomaval és ribonukleoprotein komplexel
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kapcsolatos gén expresszidja alacsonyabb a vad tipushoz képest. A rpo414-ban a met74-hoz
hasonloan jelentdsen lecsokken az R-hurkok eléforduldsa. A dssiA-ban viszont az emelkedett
R-hurok szinttel a riboszomaval ¢€s ribonukleoprotein komplexel kapcsolatos gének

expressziojanak a ndvekedése tarsul.

3.3 Gén deléciok hatasanak vizsgalata a genom haromdimenzios szerkezetére

A géndelécioknak az R-hurkokra valé hatasan tal kivancsiak voltunk a genom haromdimenzids
szerkezetére valo hatdsara is, ezért kifejlesztettiik a 4C-BC-seq-nek elnevezett technikat. A
modszer soran az epi-ID library élesztd torzsein a barkddnak a kromatin interakcioit vizsgaljuk.
Azt reméljiik, hogy sikeriil eddig nem ismert kromatin szerkezet modositd géneket azonositani,
illetve, ha kapunk koz0os talalatokat a DRIP-BC-seq és 4C-BC-seq vizsgalattal akkor potencialis

R-hurok és egyben kromatin szerkezetet is szabalyozé géneket is felfedezhetiink.

3.3.1 A 4C-BC-seq modszer beallitasa

Rengeteg optimalizacié eredményeként sikeriilt beéllitani a modszert. Megmutattuk, hogy az in
situ proximity ligaldssal majdnem intakt genomi DNS méretii fragmenteket kaptunk. A
masodik, izolalt DNS-en végzett restrikcidos enzimes emésztést kovetd ligalassal pedig a
fragmentek mérete nem valtozott. Ezt vartuk, mert ekkor a DNS daraboknak csak korré kell
zarddniuk, ekkor mar nem akarjuk, hogy kiillonb6zd fragmentek Osszeligdlodjanak és igy a
méretiilk megndvekedjen. Az inverz PCR szintén sikeresnek mondhatd, az elmosodott savok azt
jelzik, hogy kellden valtozatos fragmentek képzddtek a PCR soran. A néhany erdsebb sav, pedig
azoknak a fragmenteknek a terméke, melyek d6nmagukba zarodtak kozbiilsé hozzajuk ligalodott
fragment nélkiil. A 4C-BC mintédkon végeztiink tigynevezett input PCR-t is, ami a DRIP-BC-
seq-nél végzett szimpla PCR-el azonos, barkodokat amplifikaldo mérés. Ezzel vizsgaljuk, hogy
a kiilonbozd torzsek milyen aranyban vannak jelen a minta poolban és ezaltal tudjuk
normalizalni a megszekvenalt inverz PCR minta eredményét. Igy kivédve, hogy ne detektaljunk
fals interakcios dusulast amiatt, hogy egy torzs erésebben vagy gyengébben reprezentalt a minta
elegyben.

A megszekvenalt kiméra fragmentek eredménye alapjan, az eddig vizsgalt kozel 400 torzs koziil
6 gén mutanst talaltunk melyeknél az intra-kromoszémalis interakciok gyakorisidga és/vagy
erdssége magasabb az atlagnal és 3 gént, ahol az inter-kromoszomalis interakcidoknal figyeltiink

meg tobb és/vagy erdsebb kdlcsonhatasokat.
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Az igéretesnek mondhat6 kisérlet folyamatban van az epi-ID library tobbi tagjaval. A teljes
¢lesztd konyvtar eredménye alapjan néhany igéretes torzsnél, teljes genom szinten szeretnénk

majd vizsgalni a kromatin interakcios halozatot, Hi-C modszer segitségével.

3.4. Genomkonformacio leképezés (Hi-C) modszer beallitasa teljes genom

interakcios profil vizsgalathoz.

A 4C-BC-seq kisérlet altal talalt potencialisan genomkonformacio valtozast okoz6 génmutans
torzseket a késdbbiekben teljes genom szinten szeretnénk vizsgalni Hi-C moédszer segitségével.
Ehhez els6ként egy masik project keretén beliil allitottuk be a magas komplexitasu
bioinformatikai elemzést igénylé kromatin haromdimenzids szerkezet vizsgaldé modszert.

Célunk az 6sszes intra- ¢s interkromoszomalis kapcsolat térképezése volt.

Arabidopsis thaliana modellndvényben vizsgaltuk a kordbbi tanulményok alapjan
feltételezhetéen R-hurok stabilizdld szereppel bir6 NDX (Nodulin homeobox) fehérje
hianyanak a hatasat a kromatin haromdimenzios szerkezetére. A vizsgalathoz 10 napos ndx[-4
mutans és Col-0 vad tipust ndvényekbdl izolalt sejtmagokat hasznaltunk. A sejtmagokon in situ
Hi-C-t végeztiink és Ujgeneracids szekvendlassal 200 millid read-el megszekvenaltuk a
mintakat. A normalizalt kontakt matrixok 25 kb felbontassal vizsgalva nagyon hasonlo képet
mutattak az ndx1-4 és Col-0 novényekben. Ez arra utal, hogy az NDX fehérje hidnya nem vezet
az Arabidopsis haromdimenzidés kromoszoéma architekturdjanak kiterjedt atstrukturaldsdhoz.
Azonban figyelemre méltd kvantitativ valtozasokat taldltunk a két Hi-C térkép kozott a
kontaktmatrixok differencidlanalizisét elvégezve. Az ndx1-4 mutansban szdmos genomi régio
feler6sodott (voros) vagy csokkent (kék), ami a térbeli kapcsolatok globalis atrendezddését jelzi
NDX hianyaban. Az azonositott differencialis kontaktok circos diagramja a csokkent (kék) és
emelkedett (piros) Hi-C interakciés kapcsolatokat jelolve, ravilagit arra, hogy az
intrakromoszomalis kontaktusok tobbnyire csokkennek, mig az interkromoszomalis
kontaktusok az ndx1-4 mutansban altaldban ndvekednek. Foként a centromerek és a
csomosodassal jellemzett régiok - knot engaged elements (KEE)-ek kozott fokozodott a
kapcsolatok szdma. Ez alapjan ugy tlinik, hogy az NDX hidnya tdvoli kromatin
kolesonhatasokat medidl kromocentereken és transzkripcidsan csendes kromatinon (KNOT

régiokon) keresztiil.
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4. Diszkusszio

Az R-hurkok az emberi genom jelentds részében elhelyezkedd dinamikus struktarak (Sanz et
al., 2016). A tumorgenomokkal kapcsolatos 1j ismereteink arra engednek kovetkeztetni, hogy
az R-hurkok genomi pozicidja, €lettartama és funkcioja zavart szenved a legtobb rak esetében.
Kisérleti adatok bizonyitjadk, hogy az R-hurok homeosztazis megvaltozasa koros epigenetikai
fenotipushoz vezet, amely megzavarhatja a telomerek miikodését vagy DNS-replikacios
stresszt €s mutagenezist idézhet eld. Azonban kevés ok-okozati informacié all rendelkezésre
azokkal a rakspecifikus valtozasokkal kapcsolatban, amelyekben az R-hurkok kozvetleniil
befolyasoljak az onkogenezishez vezetd mutagenezist és kromoszoma-instabilitast. Az R-
idében folyamatosan fejlodtek, ami lehetdséget nyujthat az R-hurkok rdkos sejtekben vald
szabalyozasara is. Fontos tudnunk, hogy a rdkos sejtek R-hurok szint véltozadsa pusztin a
sejttranszformacio tiinete vagy a rakos fenotipus tényleges mozgatorugdja, hogy el lehessen
donteni, hogy terapias célzasuknal milyen megkozelités alkalmazhat6. Amennyiben a rakban
az R-hurkok felhalmozo6désa szenzitiv sejtallapotot tiikkroz, akkor az R-hurkok fokozésa terdpias
elényokhoz vezethet. Ugyanakkor az R-hurkok globdlis vagy bizonyos tipusii R-hurkok
(példaul telomer R-hurkok) gatlasa is terapids eszkoz lehet (Wells et al., 2019). Jelenleg nyitott

kérdés, hogy melyik Ut lesz hasznalhat6 a rakterapidk terén.

A human RNS-DNS hibrid koté fehérjéket vizsgald farmakogenomikai metaanlaizisiink
fele iranyitjak a figyelmet. Humanspecifikus R-hurok regulator fehérjékkel végzett
farmakogenomikai vizsgéalatainkban megmutattuk, hogy R-hurok regulatorok expresszios
szintje kihasznalhato a rakos sejtek kemoterapias kezelésekkel szembeni érzékennyé tételére.
Tehat az R-hurok gének expresszios szintjének modulalasa befolyasolhatja a rakellenes
gyogyszeres kezelésekre adott klinikai valaszokat, €és ezek az expresszids valtozasok
felhasznalhatok azon betegcsoportok meghatarozéasara, akik a legnagyobb valdszinliséggel
reagalnak jol a terapiara. Emellett szdmos olyan tumor tipust azonositottunk, amely szignifikans
R-hurok regulator-fliggd tulélés asszocidcidt mutatott, vagyis az R-hurok regulatorokat
magasan expresszald ¢és az alacsonyan expresszald betegcsoportok talélési esélyei

szignifikansan elvaltak egymastol.

A feltart farmakogenomikai kdlcsonhatasok alapjan tigy gondoljuk, hogy az R-hurkok és az R-
hurok koto fehérjék relevans 1) epigenetikai markerek €s terapias célpontok lehetnek tobb rakos

megbetegedésben. Eredményeink egyeldre hipotézis szintjén allnak, természetesen in vitro és
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in vivo kisérleteket igényel a validalasuk. Az azonositott Gsszefiiggések tovabbi vizsgalata

reményeink szerint javitja a gydgyszerek és kombinacios terdpidk hatékonysagat.

A potencialis tumorterapids célpontok bovitéséhez kifejlesztettiik a DRIP-BC-seq mddszert,
amivel lehetdséglink nyilt eddig ismeretlen R-hurok szabalyozo6 géneket azonositani. Az epi-ID
géndelécios ¢élesztd konyvtar ~4300 mutans torzse koziil 110 tdrzsben a vizsgalt genomi régio
- barkéd ~10 kb kornyezetében R-hurok szint ndvekedést, mig 89 mutansban csokkenést
tapasztaltunk. A szlir6 modszerek nagyfoka bizonytalansaga miatt az eredmények megerdsitése
validacios kisérleteket igényel. Erre a feladatra bevezettiikk a spike-in DRIP-seq technikat,
melyben fragmentalt E. coli DNS-t hasznélunk belsé kontrollként az immunprecipitacié soran,
a mintak pontosabb dsszehasonlitasa érdekében. 11 éleszté mutanst valasztottunk ki validalésra,
melyekben a DRIP-BC-seq alapjan nétt az R-hurkok mennyisége a vizsgalt genomi régio koriil
¢s a gének mitokondrialis funkcidval rendelkeznek. A 11 muténs spike-in DRIP-seq eredménye,
8 torzsben megerdsitette, hogy a DRIP-BC-seq-el vizsgalt régié kornyékén magasabb az R-
hurok szint a vad tipusu torzshoz képest a mutans torzsekben (unglA, rpo414, oye2A, pet204,
met74, gasld, mgml0IiA, mssl164), 3 torzs (exo54, mgmlid, dssiA) esetén ellentétes
eredményt kaptunk (29. dbra). Ehhez képest a teljes genomot tekintve pont az exo54, dssiA
mutansokban jelentds R-hurok dusulas tapasztalhato és bar kisebb mértékben, de az mgmiA
torzsben is ndtt az R-hurkok szama (3. tdblazat). Tovabba olyan mutdnsokban melyekben a
DRIP-BC-seq-el vizsgalt barkod régio kornyékén megndtt az R-hurkok szintje, globalisan épp
ellenkezdleg nagymértékii csokkenést figyeltiink meg (ungiA, rpo414, oye2A, met74, gasiA),
ezek kozil is a legnagyobb eltérést az rpo414 és met74 mutansokndl detektaltunk (3. tdblazat).
Az mRNA-seq adatok alapjan a met74 és dssiA mutansok esetén egyértelmili 0sszefiiggést
talaltunk a transzpozonokkal kapcsolatos gének expresszidja €s a globalis R-hurok szint kozott.
Ehhez hasonléan a dssid és rpo414 mutdnsokndl a riboszémaval, ribonukleoprotein
komplexszel kapcsolatos gének expresszidja allt jelentds Osszhangban az R-hurok szint
valtozassal. Eredményeink alapjan mind a 11 vizsgalt géndelécid hatassal van az R-hurkok
eléfordulasara. Legérdekesebbnek a MET7, RPO41 és DSS1 gén mutansok eredményeit
talaltuk. A MET7 és RPO41 gének ugy tlinik eldsegitik az R-hurkok kialakulasat és/vagy
stabilizalasat, mig a DSS1 gén feltételezhetden csokkenti az R-hurkok szintjét a DRIP-seq és
mRNA-seq eredmények alapjan.

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az R-hurkok részt vesznek a kromatin haromdimenzios
szerkezetének szabalyozasaban. Biokémiai jellemzdik és genetikai szabalyozasuk azonban

tovabbra sem ismert. A 4C-BC-seq technika kifejlesztésével, a 4C-BC-seq és DRIP-BC-seq

24



eredményeinek Osszevetésével €s tovabbi kisérletek elvégzésével lehetdségiink nyilik jobban
megérteni, hogy az R-hurkoknak milyen szerepiik van a kromatin térszerkezetének
alakulasédban. Ezen kisérletek validacidjadhoz Magyarorszagon elséként bevezettik a Hi-C
haromdimenzids kromatin szerkezet vizsgalé6 médszert. A Hi-C, a 4C-BC-seq-hez hasonldan,
sok enzimatikus 1épésbdl allo labormunkat és bonyolult bioinformatikai elemzést igényel. A
Hi-C modszerrel Arabidopsis thaliana modellndvényen vizsgaltuk az NDX transzkripcios
faktor kromatin szerkezetre gyakorolt hatisat. Eredményeink szerint NDX hidnydban az
intrakromoszomalis kontaktusok szama csokken, mig az interkromszomalis kontaktusoké
novekszik. Az eredmények alapjdn az NDX hiadnya eldsegiti a 3D kromatin kdlcsénhatasok

1étrejottét a kromocentereken és transzkripciosan csendes heterokromatinon keresztiil.

Legfdbb eredményeink: ravildgitottunk, hogy az R-hurkokat szabéalyozé gének szamos daganat

esetén biomarkerként és terapias célpontként hasznosithatok, tovabba moddszer
fejlesztéseinknek koszonhetden noveltiik a potencidlisan R-hurok/kromatin-hurok szabalyozo
gének listajat, mialtal uj utak nyilnak az R-hurok kutatas és az epigenetikai daganatterapiak

tertiletén.
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5. Osszefoglalas

PhD munkam kozéppontjaban az R-hurkok és kromatin hurkok vizsgalata allt. Ennek keretén
beliil farmakogenetikai metaanalizissel vizsgaltuk az R-hurkok szerepét a daganat terapiaban.
Kifejlesztettiink két uj modszert (DRIP-BC-seq, 4C-BC-seq), melyek R-hurkokat, illetve
kromatin hurkokat szabalyoz6 gének azonositdsdra szolgalnak. Tovabba Hi-C mddszerrel

vizsgaltuk Arabidopsis thaliana modelln6vényben az NDX gén hatdsat a genom térbeli

crer

A famakogenomikai elemzések eredményei arra utalnak, hogy a rakos sejtekben zajlé R-hurok
képzddési folyamatok biomarkerként, terapias célpontként hasznosithatok, valamint bizonyos
daganatok kemoterapids kezelésekkel szembeni érzékennyé tételére hasznalhatok. A feltart
Osszefiiggések 1) utakat kindlnak az epigenetikai terapidkhoz, amelyek a daganatok R-hurok

szintjének modositasan alapulnak.

A barcode-olt élesztd géndelécids konyvtaron végrehajtott, DRIP-BC-seq-nek elnevezett R-
hurok szabalyozd gének azonositasara kifejlesztett modszerrel szamos potencidlis R-hurok
regulator gént azonositottunk. A 11 gén koziil melyeket kivalasztottunk validdlasra, ot
mutansnal - exo54, pet204, dss1A, mgmliA, mss1164 - melyek a DRIP-BC-seq alapjan R-hurok
novekedést mutattak, a DRIP-seq 0ssz peak szdmat tekintve is nagymértékii globélis R-hurok
novekedést detektaltunk. Az mRNA-seq analizis alapjan hdrom gén esetében - MET7, DSSI,
RPOA41 - egyértelmii osszefiiggést talaltunk a gén delécioja és az R-hurkok mennyiségi eltérése

kozott.

A kromatin konformaci6 szabalyozé gének feltérképezésére fejlesztett 4C-BC-seq modszerrel
reményeink szerint sikeriil eddig még nem ismert genomkonforméacidval kapcsolatos géneket
azonositani. Tovabba, amennyiben a DRIP-BC-seq-nek és 4C-BC-seq-nek lesznek kozos

taldlatai, az R-hurkok kromatinszerkezet szabalyozasra gyakorolt hatdsdnak a megértéséhez is
kozelebb kertilhetiink.

A Hi-C modszer laborunkba vald bevezetésével lehetdségilink nyilt teljes genom szintjén
vizsgalni a genom hadromdimenziods szerkezetét. Az ndx1-4 mutans és vad tipust Arabidopsis
thaliana modellnovényen elvégzett Hi-C kisérlet alapjan az NDX globalis genom atrendezddést
okoz. Az intrakromoszomalis kontaktusok csokkennek NDX hianydban, mig az
interkromoszémalis kontaktusok altaldban névekednek. Megéllapitottuk, hogy az NDX tavoli
kromatin kolesonhatdsokat medidl kromocentereken €s transzkripcidésan csendes kromatinon

keresztil.
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